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La autoincompatibilidad es definida como la inhabilidad de una planta
hermafroditaparaproduciruncigotoluegodelaautopolinización,porlotantoconstituye
unmecanismogenéticoqueevita laautofertilizaciónen lasplantas (Nettancourt,2005).
Dichomecanismoaseguralavariabilidadgenéticaevitandoladepresiónporendogamiay
promoviendo la polinización cruzada, por lo que su efectividad asegura el éxito en la
evolución de las especies. Según Nettancourt (2005), la autoincompatibilidad está
presenteenmásdelamitaddelasespeciesdeAngiospermas.
La autoincompatibilidad puede ser clasificada como homomórfica o
heteromórfica: en el primer caso las flores presentan un único tipo morfológico; en el
segundopuedehaberdosotrestiposmorfológicosylafecundaciónseproducesolamente
entretiposdiferentes.
Los sistemas de autoincompatibilidad han sido clasificados en función del
genotipo que la determina: si está determinado por el genotipo del polen (genotipo
haploide) la autoincompatibilidad se denomina gametofítica, si está determinada por el
genotipodelaplantaquedaorigenalpolen(genotipodiploide)sedenominaesporofítica.
La autoincompatibilidad gametofítica es más común y se ha encontrado enmás de 60
familias a diferencia de la esporofítica que sólo ha sido encontrada en siete familias:
Brassicaceae,Asteraceae,Convolvulaceae,Betulaceae,Caryophyllaceae,Polemoniaceaey
Malvaceae(KaoyMcCubbin,1996;HiscockyMcInnis,2003).
Stone yGoring (2001) afirman que, en el nivelmolecular, los sistemas de auto
incompatibilidadsehanestudiadoenmuypocasfamilias.Lasfamiliasmásestudiadashan
sido Solanaceae y Papaveraceae (autoincompatibilidad gametofítica homomórfica) y
	
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Brassicaceae (autoincompatibilidad esporofítica). En todos los casos se trata de
mecanismosprecigóticos.
Lossitiosdeexpresióndelaautoincompatibilidadpuedenserelestigma,elestilo
y/oelovario.Enalgunodeestossitiosseproduce lainhibicióndelcrecimientodel tubo
polínico,quesecaracterizaporunaacumulacióndecalosa(β1,3glucano)enlapuntade
los mismos. Esta acumulación permite distinguir entre tubos polínicos compatibles e
incompatibles(HerreroyDickinson,1981;LushyClarke,1997).
En la autoincompatibilidad esporofítica, la interrupción del crecimiento del tubo
polínicoseproduceenelestigmayenlagametofíticageneralmenteenelestilo.
Laautoincompatibilidadquesepresentaenelovarioconstituyeuntercersistema,
diferentedelosanteriores.Estesistemaenlaactualidadestácasitotalmentesubestimado
por losestudiososdel tema,pero reportesde losaños1980y1990danaconocerque la
autoincompatibilidad ovárica se presenta en muchas especies, tanto leñosas como
herbáceas. Relacionado a la autoincompatibilidad ovárica, Seavey y Bawa (1986)
introducen la expresión autoincompatibilidad de acción tardía (late acting self
incompatibility) y la aplican para referirse a especies que no tienen un sistema
convencionaldeautoincompatibilidad,esdecir, en todos loscasosenque lasfloresson
polinizadasconpolen propio y luego fracasan en la formaciónde sus frutos a pesar del
crecimientoaparentementeexitosode los tubospolínicoshasta losóvulos.Estosmismos
autores también señalan que la autoincompatibilidad de acción tardía es común en las
plantasleñosasylaclasificanencuatrocategorías(1)inhibiciónenelovariodelostubos
polínicosincompatiblesantesquealcancenlosóvulos,(2)inhibicióndelafecundación,(3)
rechazopostcigóticoy(4)inhibiciónenelóvulo.Delascuatrocategorías,lacuartanoha
sidoclaramenteestablecidaylastresprimerasnosonmutuamenteexcluyentes.
	
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dedicamuypocaatenciónaestetipodeincompatibilidadymencionauna
listadegénerosenloscualessecombinanestiloshuecosyautoincompatibilidadovárica
talescomo:	L.,	L.,		L.,	Duval,	
L.,L.y
	 Klatt. Dicho autor también menciona que la autoincompatibilidad ovárica es
comúnenlasespeciesquetienenestiloshuecos,porquenohaysuficientecontactoentreel
tejidoestilar y los tubospolínicosparaque seproduzca la inhibicióndelcrecimientode
estosúltimos.Otroscasosquepodríanincluirsedentrodelaautoincompatibilidadovárica
sonlosreportadosen:(i)			L.:lainhibiciónespostcigóticayseproduce
luegodelaprimeradivisióndelendosperma(Crowe,1971);(ii)			Schldl.:
seproducelainterrupcióndelcrecimientodeltubopolínicoenlaprimeraosegundacapa
decélulasdelanucela(Kenrick.,1986);(iii)	 	 St.Hil.:seproduceun
crecimiento similar de tubos polínicos tanto en la autopolinización como en la
polinización cruzada, aunque no se hicieron estudios histológicos que prueben la
ocurrencia o no de la doble fecundación (Taroda y Gibbs, 1882); (iv)!	 
Griseb.(BianchiyGibbs,2000)y(v)
	L.(LipowyWyatt,1999):
estasdosúltimassimilaresa	 	 ;(vi)" 
	Schum.:tanto
enlaautopolinizacióncomoenlapolinizacióncruzada,aunqueendiferentesporcentajes
seproducedescargadegametas,fusióndelosnúcleospolaresyformacióndelnúcleodela
célulaendospermogénica (Ramos ., 2005)y (vii)"#  L.: enalgunosóvulos se
produceladescargadegametasperonoseproducelasingamia(Cope,1962).Finalmente,
en un primer estudio de caráctermorfogenético llevado a cabo en	 $ L.
pudo determinarse que la autoincompatibilidad de acción tardía está controlada por un
gen:Slocus(LipowyWyatt,2000).
	

17
En la familia Bignoniaceae se han estudiado los sistemas reproductivos de 28
especiesy sehadeterminado,queaexcepciónde%	 (KerGawl.)Miers
(Gobato Rodrigues y Stort, 1992), 	  			 Baill (Bullock, 1985), "
(L.)Juss.ExKunth(SinghyChauhan,1996)y"

		 (Bittencourt
.2005),lasrestantesespeciessonautoincompatibles.Dieciochodeellaspresentanauto
incompatibilidadováricao“lateacting selfincompatibility” (Bianchi#& 2005).Enel
restodelasespeciesnosehaestudiadoeltipodeautoincompatibilidadquepresentan.
SeaveyyCarter(1994)diferencianlaautoincompatibilidaddeaccióntardíadela
depresión por endogamia temprana porque esta última se desencadena por genes letales
recesivosqueseexpresanenelembrióny/oendosperma.Sinembargo,Nettancourt(2005)
consideraaamboscomounmismofenómeno;BittencourtySemir(2005)señalanquela
discriminación entre estos dos fenómenos es dificultosa y afirman que la auto
incompatibilidaddeaccióntardíahasidoatribuidafrecuentementeaespeciesenlascuales
noseharealizadotaldiscriminación.Enlamayoríadelosestudiosrelativosaestetipode
autoincompatibilidad, el sitio y naturaleza de la interrupción en el crecimiento del tubo
políniconohansidodefinidos.
Hasta el momento, en el género "

	& los eventos postpolinización fueron
estudiadosensólo3especies:"#			(BittencourtySemir,2005),"# y
"#	
Bureau(GibbsyBianchi,1993)enlasqueseobservalaabscisióndelamayoría
de los pistilos durante las primeras divisionesdel endosperma.Bittencourt . (2003),
también hallaron una respuesta semejante al analizar los eventos postpolinización en
pistilosautopolinizadosde Beauv.
En"#   la existenciadeautoincompatibilidad fue inferidasolamentea
partir del análisis de la formación de frutos (Torreta  ., 2002; Bittencourt y Semir,
2005). En "#  (Gibbs y Bianchi, 1999) se infiere la existencia de auto
	
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incompatibilidad por el resultado de la formación o no de semillas y por estudios de
crecimientodeltubopolínico,peronoseconfirmasiseproduceladoblefecundación.
Con respecto a las causas que provocan este tipo de autoincompatibilidad, la
información es escasa o nula. Gibbs  # (2004) postulan que el rechazo de los tubos
polínicos podría estar señalizado por un cierto número de óvulos fertilizados que
desarrollannormalmenteperoenvíanuntipode
'hormonalequivocadoalaplanta
madre,loquecausalarápidaabscisióndelospistilos.
En cuanto a la existencia de antecedentes en la familiaBignoniaceae referidos a
otrosaspectos relacionadoscon los temas tratadosen estecapítulo, cabeaquímencionar
por una parte, la ausencia de estudios referidos al estigma y estilo y por otra, a las
características embriológicas establecidas para la familia por Johri  # (1992). Con
respecto a las características embriológicas se puede mencionar: (i) óvulos anátropos a
hemianátropos, unitegumentados y tenuinucelares; (ii) tétradas tetraédricas (iii) saco
embrionario tipo % con antípodas persistentes hasta estadios tempranos del
desarrolloendospérmicoodevidaefímeray(iv)endospermadetipocelular.
La endospermogénesis que caracteriza a la familia, puede resumirse como sigue
(Govindu, 1950; Johri  ., 1992): el primer núcleo endospérmico se divide
transversalmentedandounacélulacalazalmáspequeñayunacélulamicropilarmáslarga
(estadode2células).Estaúltimasedividelongitudinalmenteparadardoscélulas(estado
de 3 células). En la tercera divisiónmitótica se produce una división longitudinal de la
célulacalazallacualpuedeonoestarseguidadeunaformacióndeparedcelular(estado4
celular o 3 celular, 4nucleado). Luego, enmuchas especies, las células micropilares se
dividen transversalmente para dar dos células centrales (6 células o 5 células con 6
núcleos).Eldesarrolloposteriordelendospermapropiamentedichosigue sudesarrolloa
partirdelazonacentralpordivisionessincronizadasdelascélulasquelaforman.
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En el género "

	, el desarrollo embriogénico y endospermogénico ha sido
estudiado en"# 			 (Bittencourt y Semir, 2005) y en"# 	
 y"  
(GibbsyBianchi,1993).EnlostrescasoscorrespondealdescriptoporJohri#(1992),
quearribasedetallócomocaracterísticodeBignoniaceae.
En el presente trabajo se abordaron aquellos aspectos referidos a la biología
reproductiva de "#   & "# 
 y "#  	 que están relacionados a los
procesosdelaautoincompatibilidadcomo(i)polinizacionescontroladas;(ii)crecimiento
del tubo polínico (velocidad de crecimiento y patrón de distribución de calosa) y (iii)
fecundación y (iv) endospermogénesis. Estos aspectos se analizaron tanto en el caso de
pistilos autopolinizados como en aquellos sometidos a polinización cruzada. Estos
estudiossecomplementaronconlainvestigacióndelosaspectoshistológicos,subcelulares
yquímicosdelosestigmasendiferentesmomentosdeldesarrollo#

	

Avanzar en el conocimiento de los mecanismos de autoincompatibilidad en el
género"

	#




(i) caracterizar los eventos postpolinización a través de la formación de frutos,
estudios de crecimiento del tubo polínico (velocidad de crecimiento y morfología),
fecundaciónyendospermogénesis.
(ii)estudiarlosestigmasenlosnivelessubcelularyquímicocomocomponentesde
larelaciónpolenpistilo.
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1.1*		

 Previoalarealizacióndeloscruzamientosdeevaluólareceptividadestigmáticade
"#  ,"#
 y"# 	 usando la pruebadeOsborn. (1988).Para
ello se colocó peróxido de hidrógeno al 10% sobre los estigmas y se observó si se
producían burbujas. Se consideraron 6 estigmas con las ramas estigmáticas abiertas
(antesis)y6conramascerradas(1díaprevioalaantesis)enlastresespecies.

1.2%	+,		-./!!0&	-
+			+./*"0	-+	
	./*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 Losestigmasconramascerradasyabiertasdelastresespeciesfueronseparadosde
lasfloreseinmediatamentefijadosenglutaraldehido2,5%enbufferfosfatopH7.2por18
horas a 4ºC, lavados con agua desionizada por 30min, y postfijados con tetróxido de
osmio(SigmaO5500)al1%durante30min.Luegofueronlavadosnuevamenteconagua
desionizadaydeshidratadosenunaseriedeetanol, seguidosdeunaserieetanol/acetona
hasta llegar a acetona pura con cambios cada 30min. Finalmente fueron embebidos en
resina Spurr (Spurr Kit SigmaAldrich
®
 SPRLV N76442, V36304, D8165 DER736 y
D42562)segúnSpurr(1969).Seccionessemifinas(1Omaproximadamentedeespesor)y
ultrafinasparaMCCyMETrespectivamente,fueronobtenidasusandounultramicrótomo
(ReichertJung, Viena, Austria) y cuchilla de diamante. Las secciones semifinas fueron
coloreadas con azul de toluidina 0.1% en buffer fosfato pH 5.5 (Sigma, T3260). Las
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seccionesultrafinasfueronmontadassobregrillasdeníquelycoloreadasconacetatode
uranilo(Polyscience,Inc.21447)ycitratodeplomo(Polyscience,Inc.0785).
 Lasmuestrasparaserobservadaspormicroscopíadebarridoseextrajerone
inmediatamenteelmaterialfrescofueestudiadoenelmodoambiental(PHILIPSXL30).
Los estudios se realizaron con microcopía de campo claro (OLYMPUS BX 5,
Japón), microscopía electrónica de transmisión (ZEISS EM 109 Turbo, Wiesbaden,
Alemania) y microscopía electrónica de barrido (PHILIPS XL 30 ESEM, Eidove
Holanda).

1.3)		1-	2		-.*340

Paradetectarloselementosmineralespresentesenlaspapilasestigmáticasygranos
depolenasociadosalasmismas,seutilizóunamicrosondadispersivaenenergía(EDAX)
acoplado a unmicroscopio PHILIPSXL30 ESEM (Eidove, Holanda). Se evaluaron por
esta metodología papilas de estigmas con ramas estigmáticas cerradas y abiertas de "#
  .También,seevaluaronlaspapilasyelpolenasociadoalasmismas1y2días
postautopolinizaciónypolinizacióncruzada.Entodosloscasosseutilizómaterialfresco,
ylosanálisisserealizaroninmediatamentedespuésdeextraerlasmuestras.

2!5	

Serealizaroncruzamientoscontroladosengenotiposselectosde"#  ,"#
 	 y "# 
 (ver 	 , Tabla 1). Se consideró la autopolinización y
polinización cruzada. Las flores fueron emasculadas 1 día previo a su antesis, cuando
todavíalasanterasnoestabandehiscentes.Seeliminólacorolaparaevitarlaatracciónde
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polinizadores. Se decidió no cubrir las flores ya que previamente se comprobó que
pequeñosmovimientos de bolsas cobertoras producían daños en los pistilos lo que traía
aparejadoerroresinterpretativos.Debidoaello,seconsideraronmuestrastestigo,esdecir,
florescastradasynopolinizadas.Enantesis,seprocedióalapolinizaciónconpolenfresco
y/o conservado a 5º C en silicagel. Se utilizó polen de al menos 80% de viabilidad
analizado según la técnica de Greissl (1989). Se consideraron al menos 20 flores por
especieyportratamiento.
Se evaluó la producción de frutos por cruzamiento y se calculó el porcentaje de
fructificaciónsegúnlafórmula:Fructificación(%)=frutosproducidos/florespolinizadasx
100.

3!		
-	

Serecolectaronpistilosenintervalosde1díadesdeelprimerdíaaldía4seguido,a
laautopolinización(DPAP)ypolinizacióncruzada(DPPC)enlastresespecies.Sefijaron
enFAA(formol;ácidoacético;etanol/1:0,5:8)poralmenos24horas.Luegoseenjuagaroncon
aguadestiladaysetrataronconNaOH0.8Na60ºCpordoshoras(modificadodeGibbsy
Bianchi,1999).Lospistilosseenjuagaronnuevamenteysetiñeronconazuldeanilinaal
1%enaguaduranteunahoraparaladeteccióndecalosa.Lospistilossemontaronsobreun
portaobjetosconunagotadelamencionadasolución,secubrieronconuncubreobjetosy
se presionó levemente. Se observaron conmicroscopio de epifluorescenciaOLYMPUS
BX 50 (Japón) con filtros de excitación y emisión de 330385 nm y 420 nm
respectivamente.
Se evaluó el crecimiento diario del tubo polínico en los pistilos considerando la
distanciarecorrida.Paraellosedividióelpistiloencuatropartes:(i)estigma,(ii)primera
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mitaddelestilo,(iii)segundamitaddelestiloy(iv)ovario.Losdatosserelevaronsegúnla
siguientecodificación:1germinaciónycrecimientode tubospolínicosenelestigma,2
crecimientodetubospolínicoshastalamitaddelestilo,3crecimientodetubospolínicos
hastaelápicedelovario,4tubospolínicospenetrandolamicrópila.Seevaluaronalmenos
15 pistilos por tratamiento y por especie. Se consideraron también pistilos control, para
ellosetratarondeigualmaneraaunquesinlatinciónconelfluorocromoyseobservaron
bajofiltroultravioleta.
Se caracterizaron los tapones de calosa hallados en"#   # Se consideró
tapónlargocuandolalongituddelmismosuperabaalmenosunavezeldiámetro.Paraello
se tomaron fotografías en las cuatro zonas del pistilo mencionadas anteriormente. Las
fotografíasseanalizaronconelprogramaImageTool.Secontaronlosdiferentes tiposde
taponeshalladosencadasector.Seconsideróenelanálisislacantidaddetaponeslargosy
cortosencadasector.Seanalizaron10pistilospor tratamiento.Seconsideraron también
10pistilosprovenientesdeplantascastradassinpolinizar.Losmaterialessefotografiaron
conunacámaradigitalOlympusC5060.

4	+2	

Se recolectaronpistilosa los2,3,4,5,6,10,12y20díaspostautopolinización
y/opolinizacióncruzadaSeconsideraron4ovariosportratamiento.Elmaterialfuefijado
englutaraldehido2.5%enbuffer fosfato7.2a4ºC,deshidratadoen seriesalcohólicasy
embebido en parafina (O' Brien y Mc Cully, 1981). Con el material fijado se hicieron
cortes seriados de 810 Vm utilizando un micrótomo rotatorio. Las secciones fueron
coloreadas con safraninaverde indeleble. Los preparados se observaron enmicroscopio
ópticoysefotografiaronconunacámaradigitalOlympusC5060.
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5AnálisisEstadístico: los análisisestadísticosse realizaronconel programa*		
versión6.1StatSoft®.

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1.1*		

Losestigmasde"#  ,"# 	y"#
sonbífidosyelcontacto
físicoconlosmismosprovocaqueéstoscierrenmuyrápidamente.Laapreciaciónvisualde
los mismos en el momento de la antesis permite afirmar que carecen del brillo
característicodelosestigmashúmedos.
Laaplicacióndeperóxidodehidrógenoenlasdosfasesdedesarrolloestigmático
analizadas: ramas estigmáticas cerradas (1 día previo a la antesis) y abiertas (antesis),
provocó el burbujeo característico de los estigmas en estado receptivo (Fig. 1). Esta
reacciónpositivaseverificóenlastresespeciesanalizadas.






!":Ramasestigmáticasde"#  (ME).antesquedesplieguen,enel
momento que despliegan. Al aplicar peróxido de hidrógeno de observa el burbujeo
característicodelestadoreceptivoenamboscasos.	#a,b,barras=50Vm.
b

a
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1.2)			+	

El estudio de los estigmas de "#   , "# 
 y "#  	 con
microscopíadecampoclaro,electrónicadebarridoydetransmisióndemostrósimilituden
la morfología y componentes ultraestructurales entre las especies y en los dos estados
analizados.
Lasuperficiereceptivaestádispuestaenlacarainternadelasramasestigmáticasy
estácompuestaporpapilasoblongasdeextremoaguzado(Fig.2).












!$:Estigma receptivode"#  & (MEB). ramasestigmáticas, detalle
depapilas.	:a,b,barras=100Vm.
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! %: Corte transversal de estigma de "# 
 (MCC).  ramas estigmáticas, las
flechasseñalanlascélulaspapilosaspropiamentedichasylosasteriscosindicanlascélulas
nopapilosas,detalledepapilas.	a,barra=50Vm;b,barra=10Vm.

Se observó que dicha superficie receptiva está compuesta por una epidermis con
célulasespecializadas (Fig.3).Se identificarondos tiposdecélulas:papilaspropiamente
dichas y células nopapilosas Ambos tipos de células presentan una vacuola central y
citoplasmaperiférico.Haciael ápicede la papila, el citoplasma resultamás abundantey
másricoenorganelas.Enestazonasedetectóretículoendoplásmicorugoso,ribosomasy
mitocondrias con crestas abiertas (Fig. 4 a y b). La mayor parte del volumen celular
apareceocupadoporunaovariasvacuolasgrandes.
En la Fig. 4 c, d y e  semuestra la paredde la papila y citoplasmade lamisma
cuando el estigma se halla en estado receptivo. En esta etapa se detectó el inicio de un
proceso de autofagia, por el cual la vacuola incorpora porciones de citoplasma en su
interiorobservándosematerialelectrodensoenlavacuolaautofágica.
En elmomento de la antesis, sobre la superficie estigmática receptiva (papilas y
células nopapilosas) se detectó con MET, la presencia de un exudado amorfo,
especialmenteconcentradoenelápicedelaspapilas(Fig.4).
a
b


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!&#Análisisdelaspapilasestigmáticasde"

	&(MET).papilaestigmática
de"#    detalle parte distal de papila de"# 
, 
 detalle pared lateral de
papilaen"#  ,nóteseelprocesodeautofagiaqueseestállevandoacaboenla
vacuola,detalledecitoplasmayvacuolaen"#
&detalledecitoplasmayexudado
en "# 
' nótese material electrodenso en la vacuola autofágica. # ex:
exudado,v:vacuola.	#a'b,barras=5Vm;c,d,e,barras=0.5Vm.
e
ex
a
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v
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Las células nopapilosas son células redondeadas, con contenido citoplasmático
denso,ynumerosasvacuolasdediferentetamaño(Fig.5a).
Laepidermisnoreceptivadelasramasestigmáticasestácompuestaporcélulascon
grandes vacuolas y su pared externa presenta proyecciones características. Depósitos
electrodensosfueronobservadosenlabasedelasmismas(Fig.5b).

!(#Análisisdelaepidermisestigmáticade"#
,(MET).célulanopapilosade
la epidermis receptiva, nótese el exudado y las numerosas vacuolas,  células de la
epidermisnoreceptiva,nóteselasproyeccionesdelaparedexternaymaterialelectrodenso
enlabase.:ex:exudado;v:vacuola.	#a,b,barras=1Vm.

El parénquima subyacente a la epidermis receptiva de los estigmas está formado
porcélulas redondeadasconvacuolasdedistinto tamaño,y separadasporunaabundante
matriz extracelular, por donde crecen los tubos polínicos hasta alcanzar el canal estilar
(Fig.6).Setratadecélulasconactivometabolismoycloroplastosconalmidón(Fig.6c).
Entre las células se observa intercambio de material lo cual se evidencia por la forma
característicaqueadquierenlasparedescelulares(Fig.6b).Tambiénseobservaroncélulas
condeposicióndetaninosenlasvacuolas(Fig.6d).


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v
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!)#Análisisdelparénquimasubyacentealaepidermisreceptivadeunestigmade".

(MET).parénquimasubepidérmicodetalledeparedescelularesenparénquima
subepidérmico, 
 detalle dematriz extracelular deposición de taninos en vacuola, 
cloroplastos en parénquima subepidérmico. # me: matriz extracelular; t:
tanino;v:vacuola.	#a,barra=2Vm;b,c,barras=1Vm;d,e,barras=0.5Vm.

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
 Estigmas nopolinizados, estigmas autopolinizados y estigmas provenientes de
polinización cruzada de "#    fueron sometidos a los análisis mediante
microsonda dispersiva en energía (EDAX) a fin de obtener espectros de elementos
químicospresentesenlaspapilas.
EsimportanteaclararqueenlasFigs.7,8,9y10lospicoscorrespondientesalCy
O son característicos de todos los materiales biológicos y los picos que aparecen a la
derecha del Ca representan el Cr y Fe y son artefactos que corresponden a elementos
constitutivosdelaplatinadelmicroscopio.
En los estigmas nopolinizados, se detectó emisión de P, S,K yCa tanto en las
papilasdeestigmascerradoscomoenlasdeestigmasconramasestigmáticasexpandidas
(Fig. 7). En ambos momentos fue mayor la emisión del K con respecto a los otros
elementos.








!*#Espectrosdeemisióndeelementosquímicosmediantemicrosondadispersivaen
energía (EDAX)depapilasde"#  .estigmacon ramascerradas estigma
conramasabiertas#

Luego de la autopolinización y polinización cruzada los patrones de emisión
cambiaron. En ambos casos se observó un aumento más pronunciado del K aunque
a b
	
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también las intensidades de P y S aumentaron levemente (Fig. 8). En la polinización
cruzada la intensidad del Ca aumentó a los 2 DPP. También se identificó Mg que
previamente (antesde lapolinización)yen laautopolinizaciónestabanbajoel límitede
detección.

!+#Espectrosdeemisióndeelementosquímicosmediantemicrosondadispersivaen
energía (EDAX) de papilas de estigmas autopolinizados y luego de la polinización
cruzadade"#  #1DPAP,2DPAP,
1DPPC,2DPPC.

 Elanálisisdelosespectrosdeemisióndeelementosquímicosdelpolenasociadoa
laspapilassepresentaenlaFig.9.Sedetectaronlosmismoselementosqueloshalladosen
las papilas estigmáticas, aunque en la polinización cruzada se detectó un aumento de la
emisióndeCa.
En las papilas autopolinizadas de un genotipo tetraploide (genotipo auto
compatible obtenido por tratamiento con colchicina, ver  ) se detectó un
a
b
c d
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aumento de K y Ca, semejante al encontrado en las papilas sometidas a polinización
cruzadaarribamencionadas(genotiposdiploides)(Fig.10).

!,#Espectrosdeemisióndeelementosquímicosmediantemicrosondadispersivaen
energía(EDAX)depolenenlaautopolinizaciónypolinizacióncruzadade"#  #
1DPAP,1DPPC.

!"-:Espectrosdeemisióndeelementosquímicosmediantemicrosondadispersiva
en energía (EDAX) de papilas de estigmas y polen en la autopolinización de "#
  (tetraploide).papilas1DPP,papilas2DPP,
polen1DPP.

a b
c
a b
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
Losresultadoscorrespondientesalasautopolinizacionesypolinizacionescruzadas
en"#  ,"#
y"# 	sepresentanenlaTabla1.Nofueposible la
obtencióndefrutosenlaautopolinizacióndelastresespeciesaunqueenungenotipode"#
  selogrólaformacióndeunúnicofruto.

. "#Florespolinizadas (Nº), frutoscosechados (Nº)yfructificación (%)en laauto
polinizaciónylapolinizacióncruzadaen"#  ,"#
y"# 	.


Especies Polinización Florespolinizadas/
frutoscosechados(Nº)
Fructificación(%)
"#   Autopolinización  
 Genotipo1 50/0 0
 Genotipo2 30/1 13.3
 Genotipo3 30/0 0
 Polinizacióncruzada 50/36 72
 Sinpolinizar(control) 20/0 0
"#
 Autopolinización 40/0 0
 Polinizacióncruzada 28/10 35.7
 Sinpolinizar(control) 20/0 0
"# 	 Autopolinización 50/0 0
 Polinizacióncruzada 50/40 80
 Sinpolinizar(control) 20/0 0
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En la polinización cruzada la eficiencia reproductivamedida comoporcentaje de
fructificación fue de 72, 35.7 y 80% y para "#   , "# 
 y "#  	
respectivamente(Tabla1).
En las floresautopolinizadasde"#  y"# 	, la abscisiónde
lasmismasocurrióentrelos46DPP,sóloel10%delasfloresenelprimercasoyel8.3
%enelsegundo,persistieronhastalos10DPP.
En"#
laabscisióndelasfloresautopolinizadasfuehomogéneayocurrióalos
4DPPenel100%delasflores.
Las florescastradasnopolinizadasutilizadascomo testigono formaron frutosen
ningún caso lo que indica que, con el método de polinización utilizado, no se produjo
contaminaciónconpolenextraño.

3(!		
-	

Cuando los individuos de "#   ,"# 
 y "#  	 fueron auto
polinizados se observó que, en su mayoría, los granos de polen se hidrataban, y luego
germinaban. Los numerosos tubos polínicos crecían a través del estilo formando un haz
compacto,llegabanalovarioypenetrabanenlosóvulosporlamicrópila.
En las Figs. 11, 12 y 13 se presenta la secuencia del crecimiento de los tubos
polínicos en pistilos autopolinizados (4 DPAP) de "#   ,"#  	 y"#

respectivamente.
Entodosloscasossedetectóquelacalosaestabapresenteenlaparedcelularyen
lostaponesdelostubospolínicosconelusodelfluorocromoazuldeanilinaymicroscopía
deepifluorescencia.
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:Tubospolínicosenpistilosde		,4DPAP(MF).	germinaciónde
polenenelestigma,
	tubospolínicoscreciendoalolargodelestilo,	tubospolínicosen
elovarioalolargodeltabique,	tubospolínicosenelovarioendirecciónalosóvulos,	
tubopolínicopenetrandoporlamicrópila.a,barra=20(m;b,c,d,barras=
100(m;d,barra=50(m.

a b
c
d
e
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Enalgunosóvulosdeunovariode
	
(3/357promediode10ovarios)
sedetectóqueeltubopolínico,enlugardedescargarenunadelassinérgidas,surecorrido
sevolvióerráticoalrededordelsacoembrionario(Fig.12d).


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
:Tubospolínicosenpistilosde	,4DPAP(MF).	germinación
depolenenelestigma,
	tubospolínicosalolargodelestilo,	tubopolínicopenetrando
porlamicrópila,	tuboenrolladoalrededordeunsacoembrionario.:a,barra
=10(m;b,barra=20(m;c,d,barras=40(m.








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c d
a
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:Tubospolínicosenpistilosde	,4DPAP(MF).	germinacióndepolen
enelestigma,
	 tubospolínicosa lo largodelestilo,	 tubospolínicosenelovario,	
tubopolínicopenetrandoporlamicrópila.a,b,barras=10(m;c,barra=50
(m;d,barra=10(m.

 Enningunadelastresespeciesseobservóreaccióndelacalosacuandoseaplicóel
fluorocromoazuldeanilinasobrelaspapilasestigmáticas.
Enlastresespeciesestudiadasloscontrolesfueronmuestrasenlasquenoseaplicó
el fluorocromo azul de anilina. Las mismas, observadas con microscopio de epi
fuorescencia,yultravioleta, revelaronmaterialautofluorescenteenelsacoembrionario.
Porlotanto,estasustanciaesdenaturalezadiferentealacalosa.Enestazona,elanálisis
EDAXpermitiódetectaremisióndeMg,P,S,KyCa(Fig.14).Laposiblerelacióndeesta
sustanciaautofluorescenteconlaorientacióndelcrecimientodeltubopolínico,mereceser
analizadaenfuturosestudios
a b
c d
	

  38

Espectrodeemisióndeelementosquímicosmediantemicrosondadispersivaen
energía(EDAX)delazonacorrespondientealsacoembrionariode
		

En las tres especies a pesar del crecimiento similar de los tubos polínicos en los
pistilosautopolinizadosyenlospistilosconpolinizacióncruzadasehallarondiferencias
en lo que respecta a la velocidad (Tabla 2). En los pistilos autopolinizados de 

		
 los tubos polínicos llegaron a los óvulos a los 4 DPP, en la polinización
cruzadalallegadaseprodujoalos2DPP.
En
	


	
seobservólamismatendenciaenloquerespectaala
velocidaddecrecimientodelostubospolínicos,contiemposalgodiferentes,yaqueenla
autopolinizaciónéstosllegaronalosóvulosalos3DPP(Tabla2).
Tantoenlaautopolinizacióncomoenlapolinizacióncruzada,lostubospolínicos
de 
 		 presentaron tapones de calosa de distinto tamaño y con distancias
variablesentreellos.Lostaponesconsideradoslargossepresentaroncomounadeposición
continuadecalosaocomodeposicionesmenoresmuypróximasentresí(Fig.15).



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
Crecimientodiariodeltubopolínicoalolargodelpistiloenlaautopolinización
ypolinizacióncruzadade
		,
	y
	
(moda).

Especies Polinización 1DPP 2DPP 3DPP 4DPP

		
 Autopolinización 1 2 3 4
 Polinizacióncruzada 2 4  

	
 Autopolinización 2 3 4 
 Polinizacióncruzada 2 4  

	
 Autopolinización 1 2 4 
 Polinizacióncruzada 2 4  
1Germinación y crecimientode tubos polínicos en el estigma, 2 crecimiento de tubos
polínicos hasta la mitad del estilo, 3 crecimiento de tubos polínicos hasta el ápice del
ovario,4tubospolínicospenetrandoporlamicrópila.n=10.








  Tapones de calosa en tubos polínicos de pistilos autopolinizados de 

		
 (MF). Los asteriscos indican los tapones cortos, las flechas señalan tapones
largos.:barra=20(m.

EnlaTabla3sepresentaelporcentajedetaponeslargosencontradosenfuncióndel
númerode los taponestotalesendistintossectoresde lospistilosde
		auto
polinizados y sometidos a polinización cruzada. El porcentaje de tapones largos
encontradosenelestigmafuede99.20y52.59%enpistilosautopolinizadosysometidos
*
*
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a polinización cruzada respectivamente. En la primera mitad del estilo los porcentajes
hallados fueron de 53.05 y 18.8% respectivamente.En el caso de la segundamitad del
estilo no se halló diferencia significativa entre la autopolinización y la polinización
cruzada. El porcentaje de tapones largos hallados en el ovario fue 70.76 y 42.7% en la
autopolinizaciónypolinizacióncruzadarespectivamente.


:Cantidadrelativadetaponesdecalosalargosentubospolínicosenpistilosde

		sometidosaautopolinizaciónypolinizacióncruzada(4DPP).

*Porcentajedetaponeslargosenrelaciónalostotales(taponeslargos+taponescortos)
Letras diferentes en filas indican diferencias significativas según test de Tukey (p<0.05)
previatransformaciónporarcoseno.



 Es importante destacar que a pesar de encontrar mayor cantidad de tapones de
calosalargosenlospistilosautopolinizadosde
		,noseobservóinterrupción
delcrecimientodelostubospolínicos.

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
Enestaespecie seencontróque lahidrataciónde los granosdepolen seproduce
inmediatamentedespuésde laautopolinización.LasobservacionesconMET(1DPAP)
 Autopolinización* Polinizacióncruzada*
Estigma 99,20a 52,59b
Estilomitadsuperior 53,05a 18,80b
Estilomitadinferior 35,10a 27,28a
Ovario 70,76a 42,70b
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permitierondemostrarque losgranosdepolenestabanrodeadosdeexudadoestigmático,
típicodelosestigmashúmedos(Fig.16).

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
  Polen de
 		, 1 DPAP (MET). 	 granos de polen cubiertos con
exudado, 
	 detalle de exina, 	 detalle de citoplasma, las flechas señalan capa electro
lúcida,	granodepolengerminado.
p:poro,ex:exudadoestigmático,mp:
microporo,t:tectum,b:basculum,n:nexina,e:exina,tp:tubopolínico.a,d,
barras=1(m;b,barra=0.2(m;c,barra=0.1(m.

Losgranosdepolenson3poradosylaexinaestectadoperforada.EnlaFig.16b
seobservaclaramentelamorfologíadelaexinalacualpresentauntectumconmicroporos
y básculas desarrolladas sobre una capa basal, la nexina, entre las cuales se deposita el
exudado estigmático. También, se observa gran desarrollo de membranas y material
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electrodensoenelcitoplasmadelacélulasifonogenéticadurantelahidratación.Unacapa
electrolúcidaseapreciapordebajodelaexina(Fig.16c,d).
Luegodelahidratación,lostubospolínicoscrecenenelestigmapordebajodelas
paredescelularesdelaspapilasepidérmicas(Fig.17y18).








  Corte transversal de estigma de
 
 		
 1 DPAP (MCC) 	 rama
estigmática con polen 
	 detalle de tubo polínico creciendo en la pared de una papila.
a,barra=10(m;b,barra=2(m.








:Granosdepolensobreestigmade
		1DPAP(MEB)Laflecha
señalaeltubopolínicoyelasteriscoindicaunapapilaestigmática.:Barra=20
(m.

Debidoaqueelestiloesdel tipohueco, los tubospolínicoscrecena lo largodel
canalestilarencontactoconeltejidodetransfusión(Fig.19).

bbaa
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Cortetransversaldeestilode
		,2DPAP(MCC).vistageneral,
nóteseel canal estilar
	 detalle del canalestilar, las flechas señalan los tubospolínicos.
a,barra=10(m,b,barra=(m.

Enelovarioseobservóquelos tubospolínicossedesplazabanporamboslóculos
creciendo a expensas de un tejido transmisor cuyo aspecto es claramente diferente del
parénquima adyacente (Fig. 20 a). En efecto, este tejido presenta grandes espacios
intercelularesysuscélulas reaccionandemaneradiferentecon loscolorantesusados.En
dichotejidoseobservaronrestosdetubospolínicos,(Fig.20b).Seobservóyfotografióel
tubopolínicoingresandoporlamicrópila(Fig.20c).
Enelmomentodellegadadeltubopolínicoalamicrópilaelsacoembrionarioestá
totalmentedesarrollado.Elmismocorrespondealtiponormalo	yestáformado
por siete células: la ovocélula, dos sinérgidas, la célula central y tres antípodas. En ese
tiempolacélulacentralfusionasusnúcleosyseobservaalmidónenelcitoplasma(Fig.20
d).Elsacoembrionariomaduroespiriforme,esdecir,dilatadohacialazonamicropilary
estrechohacialacalaza.
La doble fertilización se produceentre los 4 y6DPAP.Eneste proceso, el tubo
polínicodescargasucontenidoenunadelassinérgidasatravésdelaparatofilar.Apartir
del momento de la descarga, la sinérgida receptora del tubo polínico se diferencia
fácilmentede la otra sinérgidaenvariosaspectos: (i) contenidodenúcleosycitoplasma
ba bb
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quedescargaeltubopolínico;(ii)tincióndiferencialconlosreactivosempleados(Fig.20
c,d);(iii)crecimientopolarizadoensuextremocalazalentrelaovocélulayelnúcleodela
célulamedia, formandouna prolongación que sigue el contorno inferior de la ovocélula
primeroydelcigotodespués.Noseobservaparedescelularesenelextremocalazaldela
sinérgida.Lasinérgidanopenetradapermaneceintacta,consunúcleoyvacuola.















   Corte transversal de ovario de 
 		 4 DPAP (MCC). 	 Tejido
transmisoryparénquimaadyacente,
	 detallede tejido transmisory tubospolínicos, las
flechasindicanlostubospolínicos,	tubopolínicopenetrandoporlamicrópila,nótesela
sinérgida penetrada altamente picnótica, 	 saco embrionario con núcleos polares sin
fusionarynucleolos fusionados.
: tt: tejido transmisor,hv:hazvascular,p:
parénquima, ov: óvulo, s: sinérgida, tp: tubo polínico, np: núcleos polares o: ovocélula.
a,barra=15(m;b,c,barras=2(m;d,barra=1(m.
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La doble fertilización da origen al cigoto, producto de la fusión de la célula
espermáticaconlaovocélula,yalacélulaendospermogénica,productodelafusióndela
otracélulaespermáticaconlacélulamedia(Fig.21b).
Se observó que la célula endospermogénica, inmediatamente luego de la
fecundación, se agranda y extiende alrededor del cigoto, consumiendo el almidón
almacenadopreviamenteeinicialasdivisionescelulares.
La orientación de las paredes celulares en las sucesivas citocinesis se produce
siguiendounprogramadedesarrollogenéticamenteestablecido.El primerciclomitótico
originaunacélulamicropilaryotracalazal,esdecir,laprimeraparedeshorizontal(Fig.21
a). La célula micropilar es más grande que la calazal y ambas están separadas por una
paredhorizontalnítida.Elsegundociclomitóticoafectaaambascélulasy lapareden la
célulamicropilareshorizontal(Fig.21b).Eneltercerciclomitóticolaformacióndepared
eslongitudinal(Fig.21c).Enelestadio8celularlascélulasendospérmicassedisponenen
dos hileras. En tanto las dos células calazales, características por su contenido denso se
transforman en células haustoriales. Es posible observar que dichas células presentan
características que son típicas de las células haustoriales como la presencia frecuente de
vacuolasyelconsiderableaumentodetamañodelnúcleo,elcualcontiene23nucleolos.
Es interesantedestacarun intercambioactivoentreel endospermay lahipóstasiseneste
estado, confirmandoel rolhaustorialdeestascélulasdel endospermadesdeelestadio4
celular(Fig.21).
Alos6DPAP,seobservaronsacosembrionariosendistintosestadiosdedesarrollo,
conendosperma2a8celular.Elestado8celularfueelmásavanzadoqueseobservó,no
se pudieron tomar muestras posteriores debido a la abscisión total de los pistilos auto
polinizados.

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:Secuenciadeldesarrollodelendospermaenóvulosde
		
6DPAP
(MCC). 	 endosperma 2celular, 
	 endosperma 4celular, 	 endosperma 6celular, 	
endosperma 8celular. 
 s: sinérgida, h: hipóstasis, z: cigoto, ch: células
haustoriales,tp:tubopolínico.a,b,c,barras=2(m;d,barra=5(m.

En la zona calazal se identifica la hipóstasis la cual está constituida por células
pequeñas,deparedesgruesasycitoplasmaactivo(Fig.22a).Lapresenciadeproyecciones
enlasparedesdealgunasdedichascélulaspermiteinferirquesetratadecélulas

(Fig. 22 b)
 Se determinó la presencia de calosa en dicha zona cuando los óvulos
clarificados con ácido láctico, fueron tratados con azul de anilina y observados en
microscopiodeepifluorescencia(Fig.22c)
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:Hipóstasisenóvulosde
		.	célulashautorialesencontactocon
lahipóstasis(MCC),
	detallecélulasdelahipóstasis(MCC),laflechaindicacélulacon
proyecciones en sus paredes, 	 óvulo clarificado y teñido con el fluorocromo azul de
anilina, nótese la reacción positiva para calosa en la hipóstasis (MF).
 h:
hipóstasis, ch: célulashaustoriales, r: rafe,m:micrópila. a, barra=2(m,b,
barra=1(m,c,barra=20(m.


Hastalos6DPP,eldesarrollodelendospermafueidénticoenlossacosformados
por polinización cruzada y en la autopolinización. Estas observaciones demuestran que
hasta el momento de la abscisión no se detectan anormalidades en el desarrollo del
endosperma de
 		. Hasta ese momento, el cigoto se mantiene en estado de
reposoeindiviso.Enlapolinizacióncruzada,lasobservacionesalos12DPPdemostraron
queeldesarrollodelendospermaalcanzabaelestadode10a12células(Fig.23cyd).El
tejido de transmisión no se distingue observándose el desarrollodel tabique (Fig. 23 b).
Hastaesemomento,elcigotosemantieneenestadodereposoeindiviso.
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  Corte transversal de ovario de 
 		, 12 DPPC (MCC). 	 vista
general ovario, 
	 detalle del tabique, las flechan indican el lugar donde previamente
estabaeltejidotrasmisor,	endosperma10celular,	endosperma12celular,encydlas
flechasseñalanlostabiquestransversales.a,barra=20(m;b,c,d,barras=10
(m.

Hasta los20DPPCnoseobservódivisiónmitóticadelcigoto, sólosedetectóen
algunosóvulosunalargamientodelmismo(Fig.24).

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Cortetransversaldecigotoindivisode
		,20DPPC(MCC).
barra=1(m.
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
 El desarrollo postpolinización en los ovarios autopolinizados fue similar al
descriptopara
		.
Alos4DPPseobservarontubospolínicoseneltejidodetransmisióncuyoaspecto
tambiénresultódistintoalparénquimaadyacente(Fig.25).
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:Cortetransversaldeovariode
	3DPAP(MCC).	Tejidotransmisory
parénquimaadyacente,
	 detalle tejido transmisory tubos polínicos, las flechas indican
los tubospolínicos.
 tt: tejido transmisor!hv:hazvascular,p:parénquima.
a,barra=10(m;b,barra=2(m.

Lapenetracióndelostubosporlamicrópilafuenormal(Fig.26a).EnlaFig26b
sepresentaundetalledelcigotoyconlasinérgidadegeneradaqueaúnestápresente.En
estemomento,lasinérgidatambiénseobservóaltamentepicnóticadebidoaladescargadel
contenidodeltubopolínicoensuinterior.Análogamentealaespeciearribadescripta,los
núcleospolaresseobservaronjuntosaunquesinfusionar losnucleolos(Fig.26b).En la
Fig. 26 c se observa el primer núcleo endospérmico prominente y en la Fig. 26 d se
observaundetalledelcigotoconsunúcleoprominenteytodavíasevisualizalasinérgida
degenerada.

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  Corte transversal de óvulos de 
 	 3 DPAP (MCC). 	 Tubo polínico
penetrandopor lamicrópila.
	 sacoembrionarioconelnúcleode lacélulacentralenel
quesepuedevisualizarlosdosnucleolosprocedentesdesendosnúcleospolares,	núcleo
de la célula endospermogénica, 	 detalle del cigoto y de la sinérgida degenerada.

tp:tubopolínico,s:sinérgida,z:cigoto,np:nucleospolares,ne:núcleode
lacélulaendospermogénica;h:hipóstasis.a,b,d,barras=1(m;c,barra=2
(m.


Sepudodeterminarqueelprogramadedesarrollodelendospermahastaelestado
8celularessimilarentérminosgeneralesalde
		.EnlaFig.27sepresentan
cortes de óvulos autopolinizados en estados 2, 4, 6 y 8celular del desarrollo
endospérmico. La diferencia que se detectó con 
 		 radica en que, en el
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segundociclomitóticolaparedcelulareslongitudinaltantoenlacélulacalazalcomoenla
micropilar.














:Secuenciadedesarrolloendospérmicoenóvulosautopolinizadosde
	
4
DPP(MCC).	endosperma2celular;
	endosperma4celular;	endosperma6celular;
	endosperma8celular.
:s:sinérgida,h:hipóstasis,ch:célulashaustoriales,
z:cigoto.:a,barra=1(m,b,c,d,barras=2(m.

Las células haustoriales son aguzadas hacia la zona calazal e intensamente
picnóticas (Fig. 27 a). En estadosmás avanzados se observa que crecen a expensas del
tejido nucelar, el cual aparece desorganizado. Las paredes celulares adyacentes a las
célulashaustorialesaparecenmásaltamenteteñidasqueen
		(Fig.27b).La
hipóstasisapareceintensamentereactivaconloscolorantesusados.
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Laabscisióndetodoslospistilosautopolinizadosseprodujoalos4DPAP.Eneste
estado,previoalaabscisión,sehallóqueeldesarrollodelendosperma8celulareraelmás
avanzado.
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:Célulashautoriales(MCC).	estadomenosavanzado
	célulashaustoriales
en contacto con la nucela. 
: h: hipóstasis, ch: células haustoriales.
a,b,barra=1(m.



	



Laabscisióndelospistilosautopolinizadosseprodujoentrelos4y6DPP.Alos6
DPAPseobservaronóvulosendistintosestadosdedesarrollodelendosperma.Elestado
hallado más avanzado fue el 8celular (Fig. 29). En esta especie, se observó que la
hipóstasisestabacompuestapormenornúmerodecélulasqueen
	y
		.
Lasecuenciadedivisiónmitóticaendospérmicasiguióelmismoprogramaqueen
lasespeciesarribadescriptas.Seobservódesarrollodeun endospermahaustorial calazal
de células alargadas, un endosperma micropilar de células grandes y un endosperma
propiamentedichoentreambosdecélulasmáspequeñasyconnúcleosprominentes(Fig.
29).
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En la fecundación cruzada, a los 3 DPP, el endosperma había alcanzado un
desarrollo igual (8celular) o mayor (10celular) y el cigoto se mantenía en reposo e
indiviso; ambas características resultaron similares a las dos especies anteriormente
descriptas.

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  Corte transversal de óvulos de 
 	 6 DPAP (MCC). 	 tubo
polínicopenetraporlamicrópilaydescargasucontenidoenlasinérgida,
	endosperma6
celular, 	 endosperma 8celular. 
 tp: tubo polínico, h: hipóstasis, s:
sinérgida,np:núcleospolares,ch:célulashaustoriales.a,b,c,barras=2(m.
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 Este estudio permitió confirmar que en
 		,
 	 y
 	
existeautoincompatibilidaddeaccióntardíadeacuerdoalatipologíadeSeaveyyBawa
(1986).
 Afindeestablecerelmomentoóptimopara lapolinizaciónse realizaronestudios
decaracterizaciónsubcelulardelosestigmasydereceptividaddelosmismos.
 Lareceptividaddelestigmaenelmomentodelaaperturadelasramasestigmáticas
pudo sercorroboradaen
		,
	 y
	
Paraello seutilizó la
técnica del peróxido de hidrógeno que indica actividad enzimática y que también usan
Dafni y Motte Maués (1998), en su estudio de metodologías para determinar la
receptividadestigmáticade14especiescorrespondientesa7familias.Entreestasespecies
incluyen

	
Rolfe.Pocoantesdelaaperturadelasramasestigmáticas,
esta reacción también fue positiva lo que indica que en este tiempo las enzimas están
activasylosestigmaseranreceptivos.
HeslopHarrisonyShivana(1977)ensusestudiossobrelasuperficiereceptivade
los estigmas de las Angiospermas, reconocen dos grandes categorías: estigmas secos y
húmedos, en el primer caso presentanmuy poca o nula secreción a lamadurez y en el
segundounfluidoconspicuoenlasuperficie.Apesarqueenlasespeciesaquíestudiadas
no se observó el brilloque caracteriza los estigmas húmedos, con elMET se detectó la
existencia de una secreción. Dicha observación permitió caracterizar a los estigmas de
comohúmedos,ydeéstemodorelacionarlosaloconocidoenotrosgénerosde
Bignoniaceaecomo
L.,	
Scop.,	MiersexBailly

Baill.Chauhan
	(1987)estudian5especiesdelafamiliaBignoniaceaequepresentan
laparticularidaddenoformarfrutosolohacenenpocacantidad.En
L.
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observanquelaspapilasestigmáticasdelasplantasqueluegoproducenfrutos,lasecreción
está presente y las papilas se muestran dispuestas esparcidamente; por el contrario, en
plantasquenoproducenfrutos laspapilasestánsecasysedisponendeformacompacta.
En el presente estudio se observó que la superficie receptiva de los estigmas está
constituida por dos tipos de células, papilosas y no papilosas que alternan entre sí.
Asimismoseencontróquelosgranosdepolensiempreseasocianalascélulaspapilosas.
Las papilas son células vacuoladas con el citoplasma periférico. En sus
características subcelulares sonsemejantesa lasdescriptasenCommelinaceae (Owens

	
1984)yen
Cogn.(Ciampolini
	.1995).Enlostrescasos,
elcitoplasmaestáaltamentepolarizado,aunquesedanalgunasdiferencias:enlasespecies
deaquíestudiadaslamayorcantidaddecitoplasmaseobservóenelápicedelas
papilas,porloqueresultansimilaresaEnelcasodelasCommelinaceae,
lamayorcantidaddecitoplasmasedisponeenlabasedelasmismas.Elsignificadodeesta
polarización del citoplasma encontrada en Commelinaceae, en , y ahora en
mereceríainvestigacionesposterioresaesteestudio.
En el citoplasma de las papilas estigmáticas de las tres especies de, se
observóretículoendoplásmicorugoso,ribosomasymitocondriaslocualindicaunaintensa
actividadmetabólicaysugierequeelexudadopresentesobresusuperficiepodríaserallí
mismogenerado.Estascaracterísticassoncoincidentesconlosestudiosllevadosacaboen
estigmas de 		
 	 (Thunb.) Matsum & Nakai por Sedgley (1981) ya que
asocian la presencia de dictiosomas y retículo endoplásmico rugoso al exudado
estigmático. Este ha sido el primer reporte sobre las características de las papilas
estigmáticas enBignoniaceae a nivel subcelular. Sólo se habían descripto las papilas de

L.usandomicroscopíaelectrónicadebarrido(SinghyChauhan,1996).
	
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Esinteresantemencionarquelaformaalongadadelaspapilashasidoasociadaala
receptividad estigmática. En el caso demutantes de 
 	 Schur. (	!),
que presentan defectos en la pared celular y en lamembrana plasmática de las papilas,
éstas últimas son cortas y la mutante, infértil (Edlund 
 	. 2004). También, Singh y
Chauhan (1996) mencionan que en 
 
 las papilas estigmáticas son más cortas en
períodosenloscualeslasplantasnoproducensemillas.Sehaprobadoenexperimentosde
ablación de las papilas en 
  L. que ellas son indispensables para que se
produzcalapolinización(KangyNasrallah,2001).
 La demostración del proceso de autofagia del citoplasma hallado en las papilas
cuando el estigma está en estado receptivo revela un mecanismo por el cual la célula
degradaomovilizasusnutrientes.SegúnVanDoornyWoltering(2005),laautofagiaestá
relacionada a la muerte celular programada y tiene al menos dos funciones, salva a la
célula de lamuerte y provoca la degradación de los componentes celulares antes de su
muerte.Sobrelabasedeestosconceptos,sepuedeinferirquelaspapilasestigmáticasen
sudesarrolloentranenunprogramademuertecelular,programaqueseiniciapocoantes
delallegadadelpolen.
 SedetectólaemisióndeP,S,KyCaenlaspapilasestigmáticasde
		
previo a la polinización con el uso de una microsonda dispersiva en energía (EDAX).
Iwano
	
(1999)encuentranestosmismoselementosenpapilasdeestigmasde


LElestudiodelarelaciónentreelpatróndeemisióndeelementosquímicosy
laautoincompatibilidadenelgéneroestodavíapreliminar.Másaún,ésteesel
primer reporte en la familia Bignoniaceae. Luego de la polinización, se observó un
aumentodelaemisióndeK,dichoaumentopodríaestarasociadoalmovimientodeagua
desde la papila al grano de polen.Al respecto,Rehman yYun (2006) afirman que elK
regulaladehiscenciadelasanteras,laimbibicióndelpolenylahidratacióndelaspapilas
	
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estigmáticas de "
 #	
 L. lo que permite la polinización y posterior
fertilización. El rol del Ca en las rutas de señalización de procesos biológicos y su
importanciaenlafertilizaciónestábiendocumentadoenlarevisiónrealizadaporRuddy
FranklinTong(2001).EllosseñalanquelageneracióndeseñalesdeCaestápresenteenla
polinizaciónyaseaexitosaono.EnestetrabajosedetectóCaenpapilasestigmáticasyen
elpolenluegodelaautopolinizaciónydelapolinizacióncruzada.Seobservótambiénun
aumentodeesteelementoenpapilasalos2DPPC.Singh
	.(1989)tambiénreportaron
queenelpolende
	
L. seproduceunaumentode laseñaldelCa luegode la
autopolinización.
El hecho de que los pistilos autopolinizados de 
 		, 
 	 y 

	nodesarrollenenfrutos reflejaque las tresespeciessonautoincompatibles.
Enestetrabajo,unúnicofrutoseobtuvoenunodelosgenotiposde
		.Enla
misma especie, Bittencourt y Semir (2005), en su estudio sobre biología floral en
Bignoniaceae,habíanencontradoungenotipoenelque28.9%defloresautopolinizadas
producían frutos. Aquí cabe destacar que algunos factores, tales como las altas
temperaturas podrían contribuir para superar la autoincompatibilidad, lo cual
probablemente podría atribuirse al hecho de que algunos inhibidores del crecimiento del
tubo polínico son inactivos cuando las plantas son expuestas a temperaturas altas (Van
Tuyl, 2005). Por otra parte, Lipow y Wyatt (1999) afirman que los sistemas de auto
incompatibilidadraramentesonabsolutosyaquelosestudiosgenéticosamenudorevelan
plantasfértilesenalgunasespeciesreconocidascomoautoincompatibles.Por talmotivo,
no sería correcto afirmar que 
 		 fuera autocompatible como sugieren
BittencourtySemir (2005),alencontrarciertogradodeformacióndefrutosen lasauto
polinizacionessinunainvestigaciónmásprofundadeesteaspecto.
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Elporcentajedefrutosproducidoscuandose llevóacabo lapolinizacióncruzada
fue de 72, 35.7 y 80% en
 		,
 	 y
 	 respectivamente. A
pesar que estos valoresno llegaron al 100% resultaronmás altos a losobservados en




(GibbsyBianchi,1993),
(GibbsyBianchi,1999),


(Barros,2001)y
		(Torreta
	.2002).Losvaloresmásaltosencontradosen
este estudio pueden atribuirse a que las polinizaciones se realizaron en condiciones de
invernáculoyconcontrolde temperatura,diferenteentoncesa lascondicionesdecampo
enquefueranrealizadoslostrabajosantesmencionados.
Las observaciones del crecimiento del tubo polínico en pistilos autopolinizados
revelaron que la interrupción del crecimiento de los mismos en las tres especies aquí
estudiadastienelugarluegodelapenetraciónenlosóvulos.Apesardeellosedetectóun
retraso en la velocidad de crecimiento de los mismos con respecto a la polinización
cruzada.Dichadiferenciatambiénfueevidenteenlosestudiosen
realizadospor
Gibbs y Bianchi (1999) y en "  var. #	 (Rydb.) Rosend.,
Butters&Lakela(RabeySoltis,1999).
Por otra parte, se halló en 
 		
 un patrón de deposición de calosa
diferencialenlostaponesdelos tubospolínicosenlaautopolinizaciónconrespectoala
polinizacióncruzadaquehastaelmomentonohabíasidoreportado:fuemayorelnúmero
detapones,comoeltamañodelosmismos,esdecirhubomayordeposicióndecalosa.No
seobservóinterrupcióndelcrecimientodelostubospolínicosporloquesepodríainferir
que estamayor deposición de calosa en los taponesde los tubos en la autopolinización
seríalaposiblecausadelretrasodelavelocidaddecrecimientodelosmismos.Lamayor
cantidad de estos tapones largos en la autopolinización evidencian las diferencias en la
capacidad de crecimiento de los tubos en cada zona evaluada del pistilo. Las
anormalidades en la deposición de calosa en otras especies han sido asociadas a
	
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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
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cruzamientos incompatibles. En$
 	 Link&Otto (Lush yClarke, 1997) los
tubos polínicos en cruzamientos incompatibles fueron caracterizados por deposición
diferencialdecalosaenlasparedesyporlapresenciadetaponesmáscercanosentreellose
irregularmenteesparcidos.
En todas las zonas del pistilo los tubos polínicos crecen formando un haz muy
apretado,loquehaceimposibletantoelrecuentodetuboscomoelencontrarlaspuntasde
cadaunosdelosmismos.Dichadificultadhabíasidoseñaladaen%

Slooten (Kenta 	 2002) y en
" var.#	 (Rydb.)Rosend.,
Butters & Lakela (Rabe y Soltis 1999). En%
  los autores señalan que en la
polinizacióncruzadalaproporcióndetubospolínicosqueentranalestiloes1.72.3mayor
queenlaautopolinización,loqueindicaríaunaautoincompatibilidadparcialenelnivel
de estigma. La presencia casi exclusiva de tapones largos en tubos polínicos de 

		 en los estigmas de pistilos autopolinizados podría estar indicando un
mecanismo parcial de autoincompatibilidad en el estigma tal como sucede en %


 En"
  se estimó mayor cantidad (50 %) de tubos polínicos en el
ovarioenlapolinizacióncruzadaqueenlaautopolinización.Enlasespeciesestudiadas,
no fue evidente una diferencia conspicua en lo que respecta a la cantidad de tubos
polínicosque llegana losóvulosde lospistilosautopolinizadoscon respectoaaquellos
con polinización cruzada. Esta observación es consistente con los valores de
 

reportadosporGibbsyBianchi(1993).
Sage 
 	 (1999) observaron que en $
  L. la auto
incompatibilidad, primeramente descripta como ovárica, opera precigóticamente
presumiblemente por la ausencia de un estímulo adecuado de los tubos polínicos que
resulta en la degeneración del saco embrionario. Nettancourt (2005) analiza estos
resultadosysugierequelaautoincompatibilidadováricaenmuchasespeciespodríaactuar
	
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bajoalgúnmecanismodecontrolgametofítico.Laautoincompatibilidaddeaccióntardía
descripta para  en este estudio, podría estar, al igual que en$, regida
tambiénporuntipodecontrolprecigótico.
Esta característica diferencial en la deposición de calosa y la diferencia en la
velocidaddecrecimientodelostubospolínicosenlapolinizacióncruzadaconrespectoa
la autopolinización pueden apoyar, al menos en parte, la hipótesis de que existe una
interacción entre el tubopolínicoy el pistiloen. Los estudios realizadosen el
géneroMill.porGibbs
	(2004)señalanlaposibleexistenciadeunmecanismo
de interacción entre los tubos polínicos y el pistilo utilizando técnicas de polinizaciones
 (autopolinización seguidadepolinización cruzada a intervalos regulares) y&
(autopolinización y polinización cruzada conjuntamente). Estudios de este tipo serían
interesantes para el género  aunque son de difícil ejecución ya que, una vez
realizadalaprimerapolinización,elestigmaalserretráctil,cierrasusramaseimpidenla
realizacióndeunasegunda.
Las características de los sacos embrionarios maduros y el desarrollo del
endospermaresultaronsimilaresentérminosgeneralesalosdescriptosenotrasespeciesde
lafamiliaBignoniaceae(Johri
	.1992;BittencourtySemir,2005).Delmismomodo,
tanto en la autopolinización como en la polinización cruzada, el tipo de desarrollo
correspondealtipo(génerodeBignoniaceae)descriptoporGovindu(1959).
Seobservóenlazonacalazal,unahipóstasisdesarrolladayformadaporcélulasde
paredesgruesasyseidentificóalacalosacomocomponentedelamisma.SegúnBouman
(1984) laestructurayfuncióndelahipóstasissonpococonocidas,y lacaracterizacomo
unazonacompuestaporcélulasdecitoplasmadensoquepuedenacumularsustanciasque
producenengrosamientodelasparedestalescomo:cutina,suberina,ligninaycalosa.
	

  61
Essacosembrionariosdelosóvuloscontenidosenlospistilosautopolinizados
de
		,
	y
	seprodujoladescargadegametasenunade
las sinérgidas y luego la doble fecundación. Posteriormente se produjo el desarrollo del
endospermasiguiendoelmismoprogramaqueaquelquesellevaacaboenlospistiloscon
polinizacióncruzada.Estedesarrollose interrumpeenelmomentodelaabscisiónde los
pistilosautopolinizados.Enlastresespeciesestudiadas,enelmomentodelaabscisiónel
endosperma alcanza un desarrollo máximo de 8células. En ningún caso se detectaron
síntomas de malfuncionamiento por lo que la doble fecundación y el desarrollo del
endospermanoparecenserlacausadelabortoqueseproduceenestosestados.
Elestadouniformededesarrolloembrionarioydelendospermaenelmomentode
la abscisión floral y la caída de las flores en idéntico estado de desarrollo da indicios
suficientesparadistinguirque se tratadeunsistemadeautoincompatibilidadqueno se
puede confundir con la depresión por endogamia. El aborto surgido por depresión por
endogamia no se produce en un único estado crítico de desarrollo sino ocurre en una
variedaddeestadosquesiguenaladoblefecundación(Sage
	1999).Estosresultados
concuerdan con los hallados por Bittencourt y Semir (2005) para
 
 y por
GibbsyBianchi(1993)para
y
.
Lavelocidaddecrecimientoyelpatróndedeposicióndecalosadiferencialentrela
autopolinizaciónypolinizacióncruzadahalladosenesteestudiodemuestranqueexisten
mecanismos asociados a la autoincompatibilidad que operan también en el estigma y
estilo.Sobrelabasedeestasobservaciones¿sepuedeafirmarquelaautoincompatibilidad
deaccióntardíasegúnSeaveyyBawa(1986)esuncasoespecialdeautoincompatibilidad
gametofítica? FranklinTong y Franklin (2003) afirman que a pesar que la auto
incompatibilidad gametofítica está presente en 6090 familias, sólo dos sistemas están
estudiados. El sistema SRNAasa, primeramente encontrado en Solanaceae y luego en
	

  6&
Rsaceae,ScrophulariaceaeyCampanulaceae,yel sistemapresenteen lasPapaveraceae
enelcualseproduceunaumentodelCacitosólicolibreentubospolínicosincompatibles.
Debidoaello,estosautoressepreguntancuántosotrosmecanismospodríanexistir,yaque
en lamayoríade las familiasno sehaestudiadoelsistemadeautoincompatibilidadque
presentan.Esteestudioproponequeenexistealgúntipodeseñalizaciónentreel
tubopolínicoyelpistiloquehacequelostubospolínicosenlaautopolinizacióncrezcan
más lentamente y se produzca en ellos mayor deposición de calosa. Ambos procesos
podrían estar relacionados estrechamente. Se puede afirmar que existen procesos que
operanenelestilo,típicosdelaautoincompatibilidadgametofítica.






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Capítulo	II	
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La	 poliploidización	 es	 una	 herramienta	 muy	 utilizada	 en	 el	 mejoramiento	 de	
plantas	ornamentales.	Los	 efectos	morfológicos	y	 fisiológicos	de	 la	 poliploidía	varían	
en	los	distintos	materiales.	Uno	de	los	efectos	más	comunes	es	el	aumento	del	tamaño	
de	 los	 órganos,	 lo	 que	 permite	 que	 sean	 más	 frondosos	 y	 vigorosos	 que	 sus	
correspondientes	 diploides.	 En	 el	 mejoramiento	 de	 las	 plantas	 ornamentales,	 la	
poliploidía	 ha	 permitido	 la	 obtención	 de	 individuos	 de	 forma	 más	 compacta	 por	
reducción	 de	 la	 longitud	 de	 los	 entrenudos,	 con	 flores	 más	 grandes,	 de	 colores	 más	
intensos,	 y	 con	 un	 período	 de	 floración	 más	 prolongado.	 Entre	 otros	 ejemplos,	 cabe	
mencionar		 
	 L.	 (Yamaguchi,	 1989)	 y	
	 
	 Mill.	
(Takamura	y	Miyajima,	1996)	en	 los	que	la	obtención	de	plantas	 tetraploides	produce	
genotipos	 con	 flores	 más	 grandes	 y	 de	 colores	más	 intensos.	 En		 	
(Raf.)	Schinders,	las	plantas	tetraploides	tienen	tallos	más	gruesos	lo	que	permite	mejor	
soporte	 para	 las	 flores	 (Griesbach	 y	 Bhat,	 1990).	 Tallos	 más	 gruesos	 y	 flores	 más	
grandes	caracterizan	también	los	genotipos	tetraploides	de		(Van	Tuyl,	1992).		
Los	cruzamientos	a	nivel	tetraploide	producen	progenies	muy	variables	debido	a	
la	ocurrencia	de	cuatro	alelos	para	cada	locus	lo	que	da	la	posibilidad	de	interacciones	
alélicas	 y	 diversas	 combinaciones,	 siendo	 así	 una	 fuente	 de	 variación	 importante	 en	
planes	de	mejoramiento	(Horn,	2002).	
En	 el	 caso	 de	 las	 plantas	 leñosas,	 la	 inducción	 de	 la	 poliploidía	 ha	 sido	 poco	
abordada	debido	al	largo	período	juvenil	que	en	general	las	caracteriza	(Väinölä,	2000).		
La	obtención	de	poliploides	es	encarada	también	como	un	paso	intermedio	para	
la	 obtención	 de	 plantas	 triploides.	 Los	 individuos	 triploides	 en	 muchos	 casos	 son	
estériles	lo	que	produce	un	alargamiento	en	el	período	de	floración	tal	como	sucede	en	
oliploidía	
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	 L.	 	 L.	 y	 	 	 L.	 Sin	 embargo,	 esta	 técnica	 no	 ha	 sido	 muy	
difundida	porque,	en	general,	los	cruzamientos	entre	especies	diploides	y	tetraploides	no	
han	sido	muy	exitosos	(Horn,	2002).		
Un	 valor	 adicional	 de	 la	 obtención	 de	 poliploides	 es	 la	 pérdida	 de	 la	 auto>
incompatibilidad	a	través	de	alteración	de	ciertos	sistemas,	aún	no	elucidados	desde	el	
punto	 de	 vista	molecular	 (Comai,	 2005).	Este	 efecto,	 reportado	 para		 	
Vilm.,	se	produce	probablemente	como	resultado	de	 interacciones	alélicas	en	el	polen	
diploide	(Entani		.,	1999).	Es	importante	destacar	que	las	plantas	auto>incompatibles	
son	típicamente	diploides	y	por	el	contrario,	los	individuos	tetraploides	derivados	de	las	
mismas	son	comúnmente	auto>compatibles	(Goldz		.,	2000).	
	 La	inducción	de	la	poliploidía	supone	la	interrupción	de	la	secuencia	normal	de	
la	división	celular,	y	la	misma	puede	ser	provocada	por	diferentes	agentes.	or	ejemplo,	
los	 golpes	 de	 frío	 o	 calor	 conducen	 a	 veces	 a	 la	 duplicación	 cromosómica	 (Allard,	
1980).		
El	 agente	 poliploidizante	 más	 popular	 y	 más	 exitosamente	 utilizado	 es	 la	
colchicina.	La	 colchicina	 es	 un	 alcaloide	que	 se	obtiene	de	 los	 cormos	de	

	
	 L.	ara	 que	 sea	 efectiva	 debe	mantenerse	 en	 una	 concentración	 crítica.	 Si	
dicha	 concentración	 se	mantiene,	 la	 duplicación	 cromosómica	 puede	 repetirse;	 por	 el	
contrario,	 si	 su	aplicación	 se	 interrumpe	vuelve	a	formarse	el	huso	 (Allard,	1980).	La	
colchicina	actúa	inhibiendo	 la	polimerización	de	la	 tubulina	y	de	este	modo	 impide	 la	
migración	de	los	cromosomas	en	anafase.	Según	Hancock	(1997)	más	de	150	especies	
han	 sido	 poliploidizadas	 utilizando	 la	 colchicina	 como	 mutágeno.	 También	 se	 han	
utilizado	 con	 éxito	 otros	 compuestos	 que	 inhiben	 la	 actividad	 mitótica	 tales	 como	
orizalina	y	surflan,	estas	sustancias	resultan	menos	tóxicas	para	el	ser	humano;	a	pesar	
oliploidía	
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de	ello	no	se	ha	extendido	mayormente	su	uso	debido	al	considerable	mayor	costo	de	
los	mismos	(Takamura		.	2002).	

			

	 Establecer	 la	factibilidad	del	uso	de	la	poliploidía	como	fuente	de	variación	en	
.	
	
	
	
 
(i)	Caracterizar	los	individuos	poliploides	
(ii)	Verificar	la	posibilidad	de	la	obtención	de	individuos	triploides	estériles	
(iii)	Establecer	la	relación	entre	poliploidía	y	auto>incompatibilidad	
	
		
	
1>	

		 	
	
	 Los	 experimentos	 se	 realizaron	 a	partir	 de	 semillas	provenientes	de	 individuos	
seleccionados	 por	 florecer	 en	 estados	 tempranos	 del	 desarrollo	 de	 !	 	
(20010813x25)	y	!	
	(20010927A1)>	ver		,	Tabla	2>.	
En	!		las	semillas	recientemente	se	trataron	con	colchicina	(Sigma	
C9754)	en	solución	acuosa	en	concentración	del	0,	0.05,	0.1,	0.2		y	0.4	%	durante	24	y	
48	horas	a	25º	C.	Se	realizaron	4	repeticiones	de	25	semillas	por	tratamiento.	Luego	de	
los	 tratamientos,	 las	 semillas	 se	 lavaron	 tres	 veces	 con	 abundante	 agua	destilada	y	 se	
oliploidía	
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sembraron	en	cajas	plásticas	de	13	x	20.5	cm,	sobre	tres	papeles	de	filtro	humedecidos	
con	 agua	 destilada	 y	 un	 papel	 por	 encima	 de	 las	mismas.	A	 los	 20	 días	 se	 evaluó	 la	
cantidad	de	semillas	germinadas	y	se	repicaron	a	bandejas	alveoladas	(plugs)	en	sustrato	
compuesto	 por	 turba,	 perlita,	 vermiculita	 (1:1:1).	 A	 los	 35	 días	 se	 trasplantaron	 a	
macetas	de	10	cm	de	diámetro.		
En	!	
	sobre	la	base	a	los	resultados	del	ensayo	de	poliploidización	
en	!	,	se	evaluaron	concentraciones	mayores	de	colchicina.	Se	consideraron	
concentraciones	de	0,	0.2,	0.4	y	0.6%	de	colchicina	en	solución	acuosa	durante	24	y	48	
horas	a	25º	C.	Luego	de	los	tratamientos	se	procedió	de	igual	manera	que	para	el	caso	
de	!	.	
	
2>	"		#		 	
	
En	las	dos	especies,	cuando	las	plantas	tuvieron	al	menos	4	hojas	verdaderas	se	
tomaron	 muestras	 de	 hojas	 de	 0.5	 cm2	 aproximadamente	 de	 todas	 las	 plántulas	
obtenidas.	Los	trozos	de	hojas	fueron	cortados	con	una	hoja	de	afeitar	sobre	un	buffer	
de	extracción	(Otto	buffer	1)	que	consistió	en	0.1	M	de	ácido	cítrico	monohidratado	y	
0.5	 %	 de	 tween	 20	 (Otto,	 1990).	 La	 suspensión	 que	 contenía	 los	 núcleos	 libres	 fue	
pasada	por	un	 filtro	de	50	Hm	y	 luego	 teñida	con	una	 solución	al	 4	Hg/l	 de	bicloruro	
4',6>diamidina	2>fenil>indol	>DAI>(Sigma,	D9564)	en	una	solución	buffer	(Otto	buffer	
2)	compuesta	por	0.4M	Na2	HO4.	Las	muestras	fueron	analizadas	por	densitometría	de	
flujo	(ARTEC,	A,	Alemania).	El	contenido	relativo	de	ADN	fue	estimado	a	través	de	
los	picos		de	fluorescencia	obtenidos.	
Como	 resultado	 complementario,	 se	 midió	 el	 largo	 y	 ancho	 de	 estomas	 con	
opérculo	 abierto	 de	 plantas	 diploides	 (control)	 y	 plantas	 tetraploides	 evaluadas	
oliploidía	
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previamente	por	densitometría	de	flujo.	ara	ello	se	extrajo	la	epidermis	abaxial	de	las	
hojas	 maduras	 con	 una	 pinza	 de	 punta	 fina	 (previo	 corte	 superficial),	 y	 el	 tejido	 se	
montó	 sobre	 un	 portaobjetos	 con	 una	 gota	 de	 agua.	 Se	midió	 el	 largo	 y	 ancho	 de	 60	
estomas	usando	un	microscopio	de	campo	claro.	
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Se	realizaron	cruzamientos	controlados	entre	plantas	diploides	y	tetraploides	de	
!	!	ara	ello	se	castraron	las	flores	1	día	antes	de	su	antesis	y	se	eliminó	la	
corola	para	evitar	la	atracción	de	polinizadores.	En	antesis,	se	procedió	a	la	polinización	
con	polen	fresco.	También	se	 realizaron	auto>polinizaciones	en	 las	plantas	diploides	y	
tetraploides.	
En	todos	los	casos	se	consideró	el	número	de	frutos	por	cruzamiento,	el	número	
de	semillas	por	fruto	y	el	poder	germinativo	de	estas	últimas,	inmediatamente	seguido	
de	 la	 cosecha.	 ara	 ello,	 las	 semillas	 se	 sembraron	 sobre	 vermiculita	 húmeda,	 se	
cubrieron	con	bolsas	de	nylon	y	se	colocaron	en	cámara	a	25	±	2	º	C.		
Se	 caracterizó	 el	 crecimiento	 de	 los	 tubos	 polínicos	 en	 los	 cruzamientos	 entre	
individuos	 con	 diferente	 nivel	 de	 ploidía	 y	 en	 la	 auto>polinización	 con	 el	 uso	 del	
fluorocromo	 azul	 de	 anilina	 que	 reacciona	 con	 las	 paredes	 de	 calosa	 y	 los	 tapones	
depositados	a	lo	largo	del	recorrido	del	tubo	polínico	descripto	en	el	
		
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Se	cultivaron	las	plantas	diploides	y	tetraploides	en	condiciones	de	invernáculo.	
ara	el	caso	de	!		 también	se	cultivaron	 las	plantas	 triploides	obtenidas	a	
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partir	 del	 cruzamiento	 entre	 individuos	 diploides	 y	 tetraploides.	 Se	 evaluaron	 las	
características	morfométricas	de	las	flores:	diámetro	mayor	y	menor	de	la	corola,	largo	
y	 ancho	 del	 tubo	 corolino	y	 grosor	de	 los	 pétalos.	ara	ello	 se	 utilizó	 un	 escalímetro	
digital	(Mitutoyo,	Japón).	Se	evaluaron	10	flores	por	planta.		
Se	 midió	 la	 altura	 de	 las	 plantas	 con	 distinto	 nivel	 de	 ploidía	 en	 diferentes	
períodos	de	crecimiento.	
Se	 evaluó	 el	 color	 de	 las	 hojas	maduras	 con	 un	 colorímetro	 (Minolta	Chroma	
Meter	CR>321,	Japón)	por	lectura	directa	de	los	valores	a	y	b.		
La	 viabilidad	 del	 polen	 de	 las	 plantas	 triploides	 obtenidas	 se	 evaluó	 por	 el	
método	de	Greissl	(1989).	ara	ello,	se	colocó	polen	fresco	en	un	portaobjetos	con	una	
gota	de	una	 solución	de	sacarosa	0.5	M	durante	15	min,	 luego	se	agregó	una	gota	de	
diacetato	de	fluoresceína	(Sigma,	F7378)	y	una	de	ioduro	de	propidio	(Sigma,	4170),	
se	dejó	actuar	10	min,	luego	se	colocó	un	cubreobjetos	y	se	observó	en	un	microscopio	
de	epi>fluorescencia	con	la	combinación	de	filtros	de	excitación	y	emisión	de	330>385	
nm	y	 420	nm,	 respectivamente.	 Se	 analizaron	 aproximadamente	 300	 granos	 de	 polen	
por	individuo	híbrido.	Se	consideraron	como	viables	los	granos	de	polen	de	color	verde	
intenso.	
	
5>	"	 
%	
	
Los	 análisis	 estadísticos	 se	 realizaron	 con	 el	 programa	
	 versión	 6.1	
Stat	Soft®.	
	
	

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!		
	
En	tabla	1	se	presenta	el	resultado	del	análisis	por	densitometría	de	flujo	de	cada	
una	 de	 las	 plantas	 correspondientes	 a	 todos	 los	 tratamientos	 evaluados.	 Como	 puede	
leerse	en	la	misma,	se	obtuvieron	dos	individuos	tetraploides	con	la	aplicación	de	0.4	%	
de	una	 solución	de	colchicina	durante	48	horas	a	25º	C.	Con	 la	misma	concentración	
también	se	obtuvo	una	planta	octoploide,	que	no	evolucionó,	y	dos	plantas	quiméricas	
debido	al	desarrollo	simultáneo	de	tejido	2&	y	4&.		
La	Fig.	1	muestra	el	espectro	obtenido	por	densitometría	de	flujo	que	representa	
la	cantidad	relativa	de	ADN	en	plantas	diploides	y	tetraploides	de	!	.	Los	
valores	promedio	de	fluorescencia	relativa	fueron		13.3	y	28.9	para	una	planta	diploide	
y	tetraploide,	respectivamente.	
Los	 tratamientos	 con	 concentraciones	 más	 bajas	 de	 colchicina	 no	 fueron	
eficientes	para	la	obtención	de	individuos	poliploides	y	sólo	se	recuperaron	individuos	
diploides	(Tabla	1).	No	se	detectó	efecto	tóxico	de	la	colchicina	en	las	concentraciones	
evaluadas	ya	que	el	poder	germinativo	no	 fue	afectado	por	el	 tratamiento.	A	pesar	de	
ello,	en	las	concentraciones	más	altas	(0.2	y	0.4%)	se	obtuvieron	plantas	quiméricas	que	
no	evolucionaron.		
 No	 se	 presentan	 los	 datos	 correspondientes	 a	 los	 tratamientos	 de	 colchicina	
durante	24	horas	debido	a	que,	en	este	período,	sólo	se	obtuvieron	plantas	diploides	y	no	
hubo	pérdida	del	poder	germinativo	de	las	semillas	por	toxicidad	de	la	colchicina.	
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  ! Análisis	 por	 densitometría	 de	 flujo	 del	 efecto	 de	 la	 concentración	 de	
colchicina	en	la	inducción	de	poliploidía	en	!			
	
	
	

"  !Cantidad	 relativa	 de	ADN	en	 una	 plantas	 diploide	 y	 una	 tetraploide	 de	!	
	 obtenida	 por	 densitometría	 de	 flujo.	 En	 la	 abscisa	 está	 representada	 la	
fluorescencia	 relativa	 (escala	 lineal,	 arbitraria)	 y	 en	 la	 ordenada	 el	 número	 de	 células	
contadas.		
	
	
El	 tamaño	de	 los	estomas	de	plantas	diploides	y	 tetraploides	de	!		
presentó	diferencias	significativas	(Tabla	3).	El	largo	y	ancho	promedio	de	los	mismos	
para	las	plantas	 tetraploides	 fue	de	3.02	Qm	y	2.24	Qm	respectivamente,	mientras	que	
para	las	diploides	fue	de	2.58	Qm	y	1.77	Qm.	
	
Concentración	
de	colchinina	
(%)	/48	hs	
Semillas	
Germinadas	
(Nº)	
2	&		
(Nº	plantas)	
4	&		
(Nº	plantas)	
8	&	
(Nº	plantas)	
2	&	+	4	&	
(Nº	plantas)	
0.00	 96	 96	 0	 0	 0	
0.05	 92	 92	 0	 0	 0	
0.10	 94	 94	 0	 0	 0	
0.20	 85	 84	 0	 0	 1	
0.40	 86	 81	 2	 1	 2	
oliploidía	
	 																																																																																																																																														72																																																
!	
	
	
En	la	Tabla	2	se	presentan	los	datos	de	los	análisis	por	densitometría	de	flujo	de	
las	plántulas	correspondientes	a	los	distintos	tratamientos	de	colchicina.	
Los	tratamientos	con	0.4	y	0.6	%	de	colchicina	durante	48	horas	produjeron	11	y	
17	 plantas	 tetraploides	 respectivamente.	 En	 estos	 tratamientos	 también	 se	 obtuvieron	
plantas	octoploides	que	no	prosperaron.	En	todos	los	tratamientos	se	obtuvieron	plantas	
quiméricas.	En	todos	los	tratamientos	entre	el	46	y	63	%	de	las	semillas	no	germinaron	
debido	a	la	toxicidad	de	la	colchicina.	
	
 #! Análisis	 por	 densitometría	 de	 flujo	 del	 efecto	 de	 la	 concentración	 de	
colchicina	en	la	inducción	de	poliploidía	en	!	
.	
	
En	la	Fig.	2	se	presenta	la	cantidad	relativa	de	ADN	en	una	planta	diploide	y	una	
tetraploide	de	!	
	obtenida	por	densitometría	de	flujo,	siendo	los	valores	de	
fluorescencia	relativa	promedio	6.20	y	14.12,	respectivamente.	
Concentración	
de	colchinina	
(%)/tiempo	
Semillas	
germinadas	
2&	 4&	 8&	 2&	+	4&	 Semillas	
muertas	
0.0/24	hs	 93	 93	 0	 0	 0	 7		
0.2/24	hs	 54	 49	 1	 0	 4	 46	
0.4/	24	hs	 37	 29	 4	 0	 4	 63	
0.6/24	hs	 47	 37	 6	 1	 3	 53	
0.0/48	hs	 93	 93	 0	 0	 0	 7	
0.2/48	hs	 41	 38	 0	 3	 3	 59	
0.4/48	hs	 44	 25	 11	 8	 8	 56	
0.6/48	hs	 50	 29	 17	 3	 3	 50	
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" #!Cantidad	 relativa	 de	 ADN	 en	 una	 planta	 diploide	 y	 una	 tetraploide	 de	!	

	 obtenida	 por	 densitometría	 de	 flujo.	 En	 la	 abscisa	 está	 representada	 la	
fluorescencia	 relativa	 (escala	 lineal,	 arbitraria)	 y	 en	 la	 ordenada	 el	 número	 de	 células	
contadas.	
	
El	 tamaño	 de	 los	 estomas	 para	 el	 caso	 de	 !	 
	 presentó	 la	 misma	
tendencia	que	en	!	,	siendo	el	largo	y	ancho	de	los	mismos	de	3.03	x	2.03	
Qm	y	2.18	x	1.75	Qm	para	plantas	tetraploides	y	diploides,	respectivamente	(Tabla	3).	
	
$!Tamaño	de	los	estomas	(largo	y	ancho)	de	plantas	tetraploides	y	diploides	de	
!		y	!	
!	
	
Letras	diferentes	en	columnas	indican	diferencias	significativas	según	test	de	Tukey	(p<	
0.05).	El	análisis	es	por	especie.	
	
Especie	 Nivel	de	ploidía	 Largo	(Qm)	 Ancho	(Qm)	
!		 4	&	 3.02	±	0.16	a	 2.24	±	0.22	a		
	 2	&	 2.58	±	0.15b		 1.77	±	0.06	b	
!	
	 4	&	 3.03	±	0.16	a	 2.03	±	0.17	a	
	 2	&	 2.18	±	0.14	b	 1.75	±	0.16	b	
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Los	 cruzamientos	 realizados	 entre	 individuos	 con	 diferente	nivel	 de	 ploidía	 se	
presentan	en	la	Tabla	4.	Fue	posible	la	obtención	de	individuos	triploides	a	partir	de	los	
cruzamientos	 entre	 individuos	 diploides	 y	 tetraploides	 de	 !	 .	 El	
cruzamiento	recíproco	no	produjo	descendencia.		
El	análisis	del	nivel	de	ploidía	utilizando	densitometría	de	flujo	se	presenta	en	la	
Fig.	 3.	El	 pico	correspondiente	a	 las	 plantas	 triploides	ocupó	una	posición	 intermedia	
entre	los	picos	de	las	plantas	diploides	y	tetraploides.	
	 La	auto>polinización	en	el	nivel	diploide	no	produjo	frutos	a	diferencia	del	nivel	
tetraploide,	 donde	 se	 obtuvieron	 20	 frutos	 a	 partir	 de	 las	 30	 flores	 que	 fueron	 auto>
polinizadas	(Tabla	4).	

%!	 roducción	de	 frutos	 (%)	 en	 los	 cruzamientos	entre	genotipos	 con	diferente	
nivel	de	ploidía	y	en	las	auto>polinizaciones	de	!		(2&	y	4&)!	
	
												♀/♂	 	4	&	 2	&	
2	&	 92.9	(26/28)	 0	(0/30)	
4	&	 66.7	(20/30)	 0	(0/20)	
Los	números	entre	paréntesis	indican	número	de	frutos	obtenidos/	flores	polinizadas.	
	
La	cantidad	de	semillas	obtenidas	en	los	cruzamientos,	su	poder	germinativo	y	el	
análisis	del	nivel	de	ploidía	de	la	descendencia	(por	densitometría	de	flujo)	se	presenta	
en	 la	 tabla	5.	El	porcentaje	de	germinación	de	 las	semillas	obtenidas	en	el	 caso	de	 la	
auto>polinización	del	genotipo	tetraploide	y	en	los	cruzamientos	entre	plantas	diploides	
y	 tetraploides	 fue	 de	 44.2	 %	 y	 15.8	 %,	 respectivamente.	 En	 el	 primer	 caso	 la	
oliploidía	
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descendencia	 fue	 100	%	 tetraploide.	En	 el	 segundo	 caso,	 98.1	%	 fue	 triploide	 y	 sólo	
1.9%,	tetraploide.	
	
&!	Semillas	por	fruto	(N°),	poder	germinativo	(%)	y	número	de	plántulas	2	&,	3	&	
y	4	&	analizadas	por	densitometría	de	flujo	en	cruzamientos	exitosos.		
	 4&	x	4&	
(auto>polinización)	
2&	x	4&	
Semillas/frutos	(N°)	 89	±	42.4	 42	±	15.9	
Germinación	(%)	 44.2	 15.8	
lántulas	(N°)	 48	 53	
lántulas	2&	(N°)	 0	 0	
lántulas	3&	(N°)	 0	 52	(98.1	%)	
lántulas	4&	(N°)	 48	(100	%)	 1	(1.9	%)	
	
En	la	Fig.	3	se	presenta	conjuntamente	la	fluorescencia	relativa	correspondiente	
a	 una	 planta	 diploide,	 triploide	 y	 tetraploide	 de	 !	 ,	 siendo	 los	 valores	
promedios	12.10,	20.70	y	27.08,	respectivamente.	
	
																						 	
" $:	 Cantidad	 relativa	 de	 ADN	 en	 una	 plantas	 diploide,	 una	 triploides	 y	 una	
tetraploide	 de	 !	 	 obtenida	 por	 densitometría	 de	 flujo.	 En	 la	 abscisa	 está	
representada	 la	 fluorescencia	 relativa	 (escala	 lineal,	 arbitraria)	 y	 en	 la	 ordenada	 el	
número	de	células	contadas.	
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El	estudio	del	crecimiento	del	tubo	polínico	en	los	pistilos	llevado	a	cabo	por	la	
técnica	de	detección	de	la	calosa,	demostró	que	en	los	cruzamientos	entre	!		
2&	 y	!		4&	 los	 tubos	polínicos	germinaron,	crecieron	a	 lo	 largo	del	 estilo,	
llegaron	al	ovario	y	penetraron	normalmente	en	los	óvulos	a	través	de	la	micrópila.	En	
el	cruzamiento	recíproco	(!		4&	x	!		2&)	se	observaron	tapones	
de	calosa	de	mayor	tamaño	que	en	los	cruzamientos	compatibles	(Fig.	4	a).	Los	tubos	
polínicos	 crecieron	 hasta	 el	 ovario	 aunque	 se	 presentaron	 tortuosos	 (Fig.	 4	 b).	 Se	
observaron	anormalidades	en	el	crecimiento	tales	como	la	penetración	de	varios	 tubos	
en	 un	 mismo	 óvulo	 y	 también	 crecimiento	 sinuoso	 del	 mismo	 alrededor	 del	 saco	
embrionario	(Fig.	4	c	y	d).	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

"%:	Tubos	polínicos	correspondientes	al	cruzamiento	entre	!		4&	y	!	
	2&	4	D	(MF)!	'tubos	polínicos	en	la	primera	mitad	del	estilo,	'	tubos	
polínicos	 en	 el	 ovario,	 '	 tubos	 polínicos	 penetrando	 por	 la	 micrópila	 (nótese	 la	
presencia	de	varios	 tubos	polínicos	penetrando	por	la	micrópila),	>	 tubo	polínico	con	
a	a bb	
c	c d	d	
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crecimiento	anormal	en	el	saco	embrionario.		:	a,	b,	d,	barras	=	5	Qm,	c,	barra	
=	2	Qm.	
	
Con	 respecto	 a	 la	 auto>polinización	 de	 !	 	 a	 nivel	 tetraploide	 se	
observó	germinación	de	los	granos	de	polen	en	el	estigma	y	crecimiento	normal	de	los	
tubos	polínicos	(Fig.	5	a).	No	se	observaron	tapones	de	calosa	largos	como	los	hallados	
en	la	auto>polinización	a	nivel	diploide	(Fig.	5	b).Los	tubos	polínicos	llegaron	al	ovario	
a	los	4	D.	
	
	
	
	
	
	

"&!	Tubos	polínicos	en	estigmas	auto>polinizados	de	!		1	D	(MF).	
'	 genotipo	 tetraploide,	 '	 genotipo	 diploide,	 nótese	 la	 gran	 cantidad	 de	 tapones	 de	
calosa	largos	en	los	tubos	polínicos.		:	a,	b,	barras	=	15	Qm.		
	
'(	
$
				
	
!		
	
La	floración	de	los	individuos	tetraploides	de	!		se	produjo	a	partir	
de	 los	18	meses	de	cultivo,	mientras	que	 las	plantas	diploides	alcanzaron	su	 floración	
entre	los	8	y	12	meses.		
El	 tamaño	 de	 las	 flores	 de	 los	 individuos	 tetraploides	 y	 sus	 contrapartes	
diploides	 se	 presentan	 en	 la	 Tabla	 6.	 Las	 flores	 de	 las	 plantas	 tetraploides	 fueron	
a b
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significativamente	más	grandes	que	las	diploides.	Los	valores	de	largo	y	ancho	del	tubo	
corolino	fueron		de	7.1	y	2.4	cm	y	4.5	y	1.9	cm	para	las	plantas	tetraploides	y	diploides,	
respectivamente.	Las	plantas	triploides	presentaron	el	largo	del	tubo	corolino	de	5.8	cm,	
valor	que	resultó	intermedio	y	significativamente	diferente	a	los	individuos	diploides	y	
tetraploides.	Los	diámetros	de	la	corola	en	antesis	no	arrojaron	diferencias	significativas	
entre	 los	tres	niveles	de	ploidía.	El	grosor	de	los	pétalos	aumentó	significativamente	a	
medida	que	aumentaba	el	nivel	de	ploidía.		
En	la	Fig.	6	se	observa	el	aspecto	general	de	las	flores	de	!		en	los	
tres	niveles	de	ploidía	analizados.	

 (:	 Tamaño	 de	 las	 flores	 provenientes	 de	 plantas	 diploides,	 triploides	 y	
tetraploides	de	!	.		
	
Diámetro	de	la	corola	(cm)	 Tubo	de	la	corola	(cm)	 Grosor	de	
los	
pétalos(mm)	
				
			Nivel	 de	
ploidía	
Vertical	
	
Horizontal		 Largo	 Ancho	 	
2&	 4.3	a	 4.0	a	 4.5	a	 1.9	a	 0.2	a	
3&	 5.1	a	 4.8	a	 5.8	b		 2.3	b	 0.3	b	
4&	 5.1	a	 5.0	a	 7.1	c	 2.4	b	 0.4	c	
	
Letras	diferentes	indican	diferencias	significativas	según	test	de	Tukey	(p<	0.05).		
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
"(!Aspecto	general	de	las	flores	de	!		con	distinto	nivel	de	ploidía.	
Izquierda:	 genotipo	 diploide,	 centro	 genotipo	 triploide,	 derecha	 genotipo	 tetraploide.	
Barra	=	1cm.	
	
En	la	Fig.	7	se	presentan	los	valores	a	y	b	correspondientes	al	color	de	las	hojas	
maduras	 de	 plantas	 con	 los	 tres	 niveles	 de	 ploidía.	 El	 color	 de	 las	 hojas	 de	 plantas	
tetraploides	fue	de	un	verde	más	intenso	que	sus	contrapartes	triploides	y	diploides.	Es	
importante	 aclarar,	 que	 en	 el	 sistema	Hunter,	 los	 valores	más	 bajos	 de	 a	 y	 b	 indican	
mayor	intensidad	de	verde	y	azul	respectivamente	(Lozano,	1978).		
	
	
	
	
	
	
	
	
"):	Valores	a	y	b	según	el	sistema	Hunter	correspondientes	al	color	de	las	hojas	
de	!	.	♦	genotipo	2	&,	■	genotipo	3	&,	▲genotipo	4	&.	
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Las	plantas	florecieron	en	estados	tempranos	del	desarrollo	en	los	tres	niveles	de	
ploidía.	 A	 los	 nueve	 meses	 de	 cultivo	 se	 detectaron	 plantas	 con	 yemas	 florales	
diferenciadas	en	los	individuos	diploides,	triploides	y	tetraploides	(Tabla	7).		
La	altura	de	las	plantas	tetraploides	fue	significativamente	menor	que	el	de	sus	
contrapartes	 diploides	 y	 triploides.	 No	 se	 hallaron	 diferencias	 significativas	 entre	 la	
altura	de	las	plantas	diploides	y	triploides.	En	la	Fig.	8	se	presenta	el	aspecto	general	de	
un	individuo	tetraploide,	un	triploide	y	un	diploide.	
	
)!	Altura	de	las	plantas	diploides,	 triploides	y	tetraploides	y	plantas	con	yemas	
florales	de	!		a	los	9	meses	de	cultivo.	
	 Altura	(cm)	 lantas	con	yemas	florales	(%)	
2	&	 25.54	a	 73.7	(28/38)1	
3	&	 25.30	a	 80.7	(42/52)	
4	&	 11.22	b	 60.4	(28/48)	
												1	número	de	plantas	florecidas/número	total	de	plantas.	
				Letras	diferentes	indican	diferencias	significativas	según	test	de	Tukey	(p<	0.05).		









"*!Aspecto	general	de	plantas	de	!		con	tres	niveles	de	ploidía	a	los	
10	meses	de	cultivo.	Izquierda:	genotipo	tetraploide,	centro	genotipo	triploide	y	derecha	
genotipo	diploide.	Barra	=	5	cm.	
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Las	 plantas	 triploides	 presentaron	 variabilidad	 en	 cuanto	 a	 la	 viabilidad	 del	
polen.	 Se	 hallaron	 individuos	 estériles	 aunque	 también	 algunos	 de	 ellos	 presentaron	
viabilidad	 entre	 20	 y	 60	 %.	 En	 la	 Fig.	 9	 se	 muestran	 fotografías	 del	 polen	 de	 dos	
individuos	triploides	de	!	.	La	tinción	empleada	permitió	claramente	definir	
el	 polen	 viable	 coloreado	 de	 verde	 intenso	 y	 el	 inviable	 de	 color	 rojo.	Es	 importante	
aclarar	que	 esta	 técnica	usa	dos	 fluorocromos	que	permiten	contrastar	 el	 polen	viable	
del	no	viable.	El	fluorocromo	diacetato	de	fluoresceína	atraviesa	las	membranas	intactas	
de	 los	granos	de	polen,	 la	esterasa	citoplasmática	 la	hidroliza	y	 libera	 fluoresceína,	 la	
cual	es	fluorescente.	De	esta	manera	los	granos	de	polen	viables	se	observan	verdes	o	
amarillos	 usando	microscopio	 de	 fluorescencia	 (Shivanna	 y	Rangaswamy,	 1992).	 or	
otra	parte	 el	 ioduro	de	propidio	 es	 un	 fluorocromo	 cuyas	 propiedades	 no	 le	 permiten	
penetrar	membranas	intactas,	por	lo	que	hace	que	las	membranas	muertas	y	los	núcelos	
emitan	el	rojo	característico	(Krishan,	1975).	
Asimismo,	también	se	advierte	el	colapso	de	granos	de	polen,	carácter	indicativo	
de	irregularidades	producidas	en	la	meiosis.	
	
	
	
	
	
	
	

"+!Granos	de	polen	de	dos	individuos	triploides	de	!		con	la	tinción	
de	 Greissl	 (1989)	 para	 el	 análisis	 de	 viabilidad	 (MF).	 '	 individuo	 con	 40%	 de	
viabilidad,	'	individuo	estéril.		!	a,	b,	barras	=	15	Qm.	
	
a	 b	
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!	
	
	
	 Hasta	 los	 15	 meses	 de	 cultivo,	 las	 plantas	 diploides	 y	 tetraploides	 de	 .	

	 no	 alcanzaron	 la	 etapa	 reproductiva	 por	 lo	 que	 se	 presentan	 solamente	
datos	morfológicos	referidos	al	estado	vegetativo.	
Las	mediciones	 de	 la	 altura	 de	 las	 plantas	 diploides	 y	 tetraploides	 a	 los	2	 y	8	
meses	de	cultivo	arrojaron	diferencias	significativas,	siendo	las	plantas	tetraploides	más	
bajas	que	sus	contrapartes	diploides	(Tabla	8).	La	Fig.	10	muestra	el	aspecto	general	de	
las	plantas	diploides	y	tetraploides	a	los	8	meses	de	cultivo.	
	
*!	Altura	(cm)	de	las	plantas	diploides	y	tetraploides	de	!	
	a	los	2	y	
8	meses	de	cultivo.	n=25	
	 Altura	(cm)	
Edad	de	las	plantas/ploidía	 2	&		 4	&	
2	meses		 36.8	a	 20.3	b	
8	meses	 55.1	a	 40.6	b	
Letras	 diferentes	 en	 filas	 indican	 diferencias	 significativas	 según	 test	 de	 Tukey	 (p<	
0.05).		
	
																		 	
" ,:	Aspecto	general	de	plantas	diploides	(izquierda)	y	tetraploides	(derecha)	de	
!	
	a	los	8	meses	de	cultivo.	
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	 El	 color	 de	 las	 hojas	 maduras	 fue	 de	 un	 color	 más	 intenso	 en	 las	 plantas	
tetraploides	tal	como	se	puede	ver	en	la	Fig.	11	a	través	de	los	valores	a	y	b	del	sistema	
Hunter.	





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

"  :	Valores	a	y	b	según	el	sistema	Hunter	correspondientes	al	color	de	las	hojas	
maduras	de	!	
	♦	genotipo	2&,	▲genotipo	4&.	

-
	
La	inducción	de	la	poliploidía	fue	posible	a	partir	del	tratamiento	de	semillas	de	
!		y	!	
	con	una	solución	acuosa	de	colchicina.	A	pesar	que	la	
mencionada	técnica	ha	sido	muy	utilizada,	éste	es	el	primer	reporte	de	su	aplicación	en	
el	género	.	Las	concentraciones	utilizadas	en	el	ensayo	a	partir	de	semillas	de	
!	 
	 fueron	 más	 cercanas	 a	 las	 óptimas	 ya	 que	 la	 cantidad	 de	 semillas	
muertas	en	los	tratamientos	fue	de	alrededor	del	50%,	lo	que	indica	que	se	aproximaron	
a	 la	dosis	 letal	media	(DL	50).	Van	Harten	(1998)	recomienda	esta	dosis	para	que	los	
tratamientos	mutagénicos	 sean	efectivos.	En	efecto,	 las	dosis	mayores	utilizadas	en	el	
ensayo	de	!	
	con	respecto	a	!		produjeron	mayor	cantidad	de	
individuos	poliploides.		
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Cabe	aclarar	que	el	uso	de	la	colchicina	en	las	especies	leñosas	no	ha	sido	una	
técnica	 de	 aplicación	 masiva,	 puesto	 que	 la	 misma	 a	 menudo	 produce	 retraso	 de	 la	
floración	(Väinölä,	2000).	ero	aquí	fueron	seleccionados	 los	materiales	que	florecían	
en	estados	tempranos	del	desarrollo,	y	por	ende,	se	pudieron	evaluar	en	los	poliploides	
de	 !	 	 los	 efectos	 del	 tratamiento	 con	 colchicina	 sobre	 las	 características	
florales	de	interés	ornamental.	
Los	 genotipos	 poliploides	 fueron	 seleccionados	 en	 estado	 de	 plántula	 y	 la	
metodología	utilizada	fue	la	densitometría	de	flujo.	Este	es	un	método	muy	efectivo	de	
evaluación	de	la	cantidad	relativa	de	ADN	por	su	exactitud,	conveniencia,	simplicidad	y	
rapidez	 de	 análisis	 (Dolezel,	 1997;	 Mishiba	 y	 Mii,	 2000;	 Saito	 	 .,	 2003).	 Las	
características	morfológicas	distintivas	de	los	poliploides	obtenidos	tales	como	tamaño	
de	estomas	y	flores	y	altura	de	las	plantas,	en	todos	los	casos	confirmaron	los	análisis	
por	densitometría	de	flujo.	
La	inducción	de	poliploidía	resultó	una	técnica	útil	para	el	plan	de	mejoramiento	
de		 debido	 a	que	permitió	 obtener	 genotipos	 con	 hábito	 de	 crecimiento	más	
compacto	 en	 ambas	 especies	 tal	 como	 lo	 habían	 reportado	 Rose	 	 !	 (2000)	 para	
	 	 Hope.	 Además,	 las	 plantas	 tetraploides	 de	 !	 	 y	 !	

	 presentaron	 hojas	 de	 color	 verde	 más	 intenso	 lo	 que	 permite	 mayor	
contraste	con	las	flores,	característica	importante	para	la	creación	varietal.	
El	cruzamiento	entre	 individuos	de	!		con	distinto	nivel	de	ploidía	
fue	posible.	Se	obtuvieron	plantas	 triploides	a	partir	del	 cruzamiento	 entre	 individuos	
diploides	y	tetraploides.	El	cruzamiento	recíproco	no	fue	posible.	Esto	mismo	ya	había	
sido	reportado	por	Golz			(2000)	en		
	L.,	material	que	sólo	produce	
frutos	cuando	el	genotipo	tetraploide	es	usado	como	donante	de	polen.		
oliploidía	
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Algunos	 individuos	 triploides	 resultaron	 estériles.	 Estos	 materiales	 ameritan	
futuras	evaluaciones	debido	a	la	posibilidad	de	obtener	variedades	que	presenten	mayor	
longevidad	 floral.	 En	 el	 caso	 de		 L.	 la	mayoría	 de	 las	 variedades	 del	 grupo	
“Elatior”	son	de	origen	triploide,	estériles	y	se	caracterizan	por	la	prolongada	duración	
de	 sus	 flores	 (Hvslef>Eide	 y	 Munster,	 2006).	 Armitage	 	 !	 (2003)	 mencionan	 la	
excelente	 longevidad	 de	 las	 variedades	 triploides	 de	 	L.	 Según	 Rogers	 (2006)	 la	
polinización	 es	 uno	 de	 los	 desencadenantes	 de	 la	 senescencia	 de	 los	 pétalos,	 la	 cual	
inicia	una	serie	de	eventos	fisiológicos	asociados	a	los	reguladores	de	crecimiento.	En	
los	 triploides	 estériles	 aquí	 obtenidos,	 el	 fracaso	 de	 la	 polinización	 aportaría	 mayor	
longevidad	a	 los	pétalos.	or	otra	parte,	Van	Harten	 (1998)	menciona	que	el	nivel	de	
ploidía	óptimo	para	las	plantas	de	propagación	agámica	es	el	3&	debido	a	que	las	plantas	
suelen	ser	estériles	y	de	excelente	vigor.	En	efecto,	se	comprobó	en	!		que	
el	vigor	de	las	plantas	triploides	fue	semejante	al	de	las	diploides,	evaluado	a	través	de	
la	altura	que	alcanzaron	ambos	grupos	en	un	mismo	período	de	cultivo.	
La	auto>polinización	de	!		en	el	nivel	diploide	no	produjo	frutos	tal	
como	se	confirmó	en	el	
.	A	diferencia	de	ello,	se	obtuvieron	frutos	cuando	se	
auto>polinizó	 el	 genotipo	 tetraploide.	 Según	 Nettancourt	 (2005),	 los	 tetraploides	
inducidos	 a	 partir	 de	 diploides	 con	 auto>incompatibilidad	 gametofítica	 usualmente	
arrojan	 fenotipos	 auto>compatibles.	 En	 el	 caso	 de	 )	 (género	 con	 auto>
incompatibilidad	gametofítica),	 la	autofecundación	es	común	en	cultivares	 tetraploides	
(Rajapakse		!	2001).	Goldz		!	 (2000)	afirman	la	ruptura	de	la	incompatibilidad	
gametofítica	 en	 plantas	 tetraploides	 que	 son	 heterocigotas	 en	 el	 locus	 S.	 En	


	 #	 (L.)	 Mill.,	 Chawla,	 	 !	 (1997)	 demuestran	 que	 la	 auto>
compatibilidad	 en	 los	 tetraploides	 no	 deriva	 de	 la	 alteración	 en	 la	 expresión	 de	 las	
proteínas	asociadas	al	gen	S.	
oliploidía	
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La	 ruptura	 de	 la	 auto>incompatibilidad	 en	 el	 genotipo	 tetraploide	 obtenido	 en	
,	 proporciona	 las	 bases	 para	 sugerir	 que	 la	 auto>incompatibilidad	 de	 acción	
tardía	 es	 un	 tipo	 de	 auto>incompatibilidad	 gametofítica.	 Varios	 reportes	 discuten	 las	
diferencias	entre	este	tipo	de	auto>incompatibilidad	y	la	depresión	por	endogamia	pero	
ninguno	 de	 ellos	 hace	 mención	 de	 este	 hecho	 (Lipow	 y	Wyatt,	 2000;	 Bittencourt	 y	
Semir,	2005;	Bianchi		.	2005).	
Es	de	destacar	que	el	crecimiento	del	tubo	polínico	en	la	auto>polinización	de	!	
	en	el	nivel	tetraploide	no	presentó	las	deposiciones	de	calosa	observadas	en	
el	nivel	diploide	(ver	
),	lo	que	permite	apoyar	aún	más	la	hipótesis	que	tales	
deposiciones	 formando	 tapones	 largos	 podrían	 estas	 asociadas	 a	 la	 auto>
incompatibilidad.	
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
En
 las
 plantas,
 la
 información
 relativa
 a
 la
 incompatibilidad
 interespecífica
 es

escasa
 y
 mucho
 menos
 estudiada
 que
 la
 compatibilidad
 intraespecífica
 (Shivanna,

2005).
A
pesar
de
ello
se
han
hecho
intentos
de
hibridación
interespecífica
en
muchos

géneros
de
plantas
ornamentales,
ya
que
junto
con
la
poliploidía,
constituyen
la
mayor

fuente
de
variación
(Van
Tuyl
.
2002).
Por
otra
parte,
los
híbridos
interespecíficos

tienen
 la
 potencialidad
 de
 capturar
 el
 vigor
 híbrido
 y
 la
 posibilidad
 de
 combinar

caracteres
 de
 interés.
 En
 géneros
 tales
 como
,
	

L.,

 L.,

 L 
 L.,  L. 
 y  L.
 entre
 otros, la

hibridación
interespecífica
ha
sido
muy
utilizada
para
la
creación
varietal
(Van
Tuyl


 2002).
 Particularmente
 en
 el
 caso
 del
 ,
 la
 hibridación
 interespecífica
 ha

contribuido
al
mejoramiento
y
a
partir
de
ella
existen
en
el
mercado
un
gran
número
de

variedades
(Van
Tuyl
y
Lim,
2003).

Las
barreras
para
 la
 hibridación
 interespecífica
 constituyen
el
mayor
obstáculo

que
debe
ser
superado
para
llevar
a
cabo
cualquier
programa
de
mejoramiento.
Dichas

barreras
 se
 establecen
 en
 estados
 pre2
 o
 post2cigóticos,
 aunque
 las
 últimas
 son
 más

comunes.
Las
barreras
pre2cigóticas
actúan
en
la
superficie
del
estigma
o
en
el
tejido
de

transmisión,
y
ocasionalmente,
pueden
presentarse
en
el
ovario
o
en
los
óvulos.


Las
 barreras
 post2cigóticas
 pueden
 actuar
 en
 diferentes
 estados
 del
 desarrollo

embrionario
o
durante
la
germinación
de
la
semilla
y
en
el
crecimiento
del
híbrido.
Se

han
 identificado
 muchas
 causas
 de
 aborto
 en
 el
 desarrollo
 embrionario,
 tales
 como

presencia
de
genes
letales,
desarmonía
genética
en
el
embrión
o
fallas
en
el
desarrollo

endospérmico
 (Shivanna,
 2005).
 Durante
 la
 germinación,
 también
 se
 han
 identificado
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algunas
causas
de
aborto
del
embrión
como
por
ejemplo
en
híbridos
interespecíficos
de



 L.
 e

 L.
 (Eeckhaut
   2006),
 la
 incompatibilidad
 entre
 el

genoma
nuclear
y
el
plastoma
inhibe
el
desarrollo
de
los
cloroplastos
y
la
formación
de

clorofila,
y
consecuentemente
se
originan
plantas
albinas.

De
acuerdo
a
Shivanna
(2005),
a
menudo
las
barreras
no
están
restringidas
a
un

único
nivel
del
pistilo
y
por
el
contrario
pueden
presentarse
en
todos
los
niveles.

En
 la
 incompatibilidad
 interespecífica
 algunos
 investigadores
 han
 considerado

un
reconocimiento
activo
a
través
de
los
alelos2S.
Un
ejemplo
lo
constituye
el
caso
del

cruzamiento
entre

y

Mill.
en
el
cual,
el
locus
S

estaría
involucrado
en
la
inhibición
del
tubo
polínico
(Nettancourt,
2005).

En
 la
 mayoría
 de
 los
 cruzamientos
 interespecíficos
 la
 interrupción
 del

crecimiento
del
tubo
polínico
es
pasiva,
es
decir,
no
resulta
de
un
reconocimiento
activo

del
polen.
El
resultado
es
la
falta
de
co2adaptación
entre
el
polen
y
el
pistilo,
lo
que
se

considera
 como
 un
 mecanismo
 “llave2
 cerradura”
 (Shivanna,
 2005).
 Esta
 inhibición

pasiva
 resultante
de
 la
 falta
de
información
genética
entre
ambos
progenitores
ha
sido

llamada
 incongruencia
 por
 Hogenboom
 (1973).
 Este
 modelo
 sugiere
 que
 la

incompatibilidad
 interespecífica
 es
 el
 resultado
 de
 la
 barrera
 determinada
 por
 una

divergencia
evolutiva
fisiológica
o
morfológica
entre
especies,
por
lo
que
está
ligado
a

especies
 filogenéticamente
 distantes.
 En
 contraste
 a
 este
 modelo,
 Nettancourt
 (2005)

sugiere
que
la
hibridación
interespecífica
es
inhibida
por
un
proceso
activo.

En
muchos
cruzamientos
interespecíficos
la
incompatibilidad
opera
en
sólo
una

dirección.
Este
 tipo
de
incompatibilidad
se
denomina
unilateral
y
es
común
cuando
se

cruza
 una
 especie
 auto2incompatible
 con
 una
 auto2compatible.
 Se
 ha
 reportado

incompatibilidad
unilateral
en
	
L.
(Naci
Onus
y
Pickersgill,
2004),
 
L.

(Eijlander
  ,
 2000),
 !
 L'
 Her.
 (Gore
  .,
 1990),
 
 Hill.
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(Nettancourt
 .,
 1974),
 en
cruzamientos
entre
 
Correll.
 y

(Hardon,
 1967), etc.
 Aunque
 la
 incompatibilidad
 unilateral
 prevalece
 cuando
 el

cruzamiento
 se
 produce
 entre
 una
 especie
 auto2incompatible
 con
 una
 especie
 auto2
compatible,
también
se
han
reportado
casos
en
el
cruzamiento
en
sentido
inverso
y
entre

dos
especies
auto2incompatibles
(Shivanna,
2005).

En
el
género
,
Gentry
(1992)
refiere
la
existencia
de
hibridación
natural

entre
 especies
 nativas
 de
 Cuba,
 pero
 no
 hace
 estudios
 específicos
 que
 prueben
 la

hibridación.
Al
presente,
 tampoco
hay
 trabajos
 relativos
a
 los
posibles
mecanismos
de

incompatibilidad
interespecífica
en
este
género
ni
en
otros
de
la
familia
Bignoniaceae.


Bittencourt
 (2003)
 indica
 que
  "
 y
  


 son

bilateralmente
inter2fértiles
y
cita
incompatibilidad
unilateral
entre

(Sord.)

Sandwith
y

.
Dicho
autor
sólo
determina
la
hibridación
por
el
número
de

semillas
 obtenidas
 y
 no
 estudia
 los
 potenciales
 híbridos.
 Considera
 4
 especies,
 de
 las

cuales
sólo
2
de
ellas
está
presentes
en
la
flora
argentina.







Evaluar
la
compatibilidad
interespecífica
en
el
género
.






(i)
 reconocer
 las
 barreras
 pre
 y/o
 post
 cigóticas
 para
 la
 hibridación

interespecíficas
en
el
género.


Hibridación
interespecífica
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(ii)
 determinar
 la
 aptitud
 combinatoria,
 ya
 que
 la
 misma
 aporta
 elementos

valiosos
para
el
mejoramiento
como
así
 también
sobre
similitud
genética
y/o
distancia

genética
entre
especies;

(iii)
caracterizar
los
híbridos
obtenidos;

(iv)
 seleccionar
 aquellos
 híbridos
 que
 combinen
 la
 forma
 compacta
 con

variación
en
el
color
de
las
flores
y
que
produzcan
flores
en
el
primer
año
de
cultivo.



 





Se
utilizaron
individuos
seleccionados
por
 las
características
ornamentales
tales

como
floración
profusa
y
en
estado
temprano
del
desarrollo
de
las
siguientes
especies:




(2#
y
4#),

,




,
y
(ver

,
Tabla
2).

Las
plantas
se
cultivaron
en
macetas
en
invernáculo
con
control
de
temperatura

mínima
 (15º
 C).
 Los
 genotipos
 selectos
 se
 clonaron
 a
 partir
 de
 injertos
 para
 obtener

material
 base
 suficiente.
 Los
 injertos
 fueron
 de
 púa
 terminal
 y
 se
 realizaron
 sobre

árboles
de,
al
menos,
2
años
de
cultivo.



12
	$




Los
cruzamientos
dirigidos
se
realizaron
entre
los
materiales
antes
mencionados

considerando
 la
 combinación
 de
 flores
 rosadas
 de
 


 (genotipos
 2#y
 4#)

con
especies
de
flores
amarillas.
Para
ello
se
castraron
las
flores
1
día
antes
de
su
antesis

y
se
eliminó
la
corola
para
evitar
la
atracción
de
polinizadores.
En
antesis,
se
procedió
a

la
polinización
con
polen
fresco
y/o
conservado
a
5º
C
en
silica2gel.


Hibridación
interespecífica
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Se
realizaron
al
menos
30
cruzamientos
de
cada
combinación
en
dos
momentos.

Se
evaluó
la
producción
de
frutos
por
cruzamiento,
producción
de
semillas
por
fruto
y
el

poder
germinativo
de
las
mismas.

La
eficiencia
reproductiva
se
calculó
según
la
fórmula
de
Dafni
(1992):




Nº
frutos
 
 
 Nº
promedio
semillas/fruto
 
 

Nº
flores
polinizadas














Nº
promedio
óvulos/ovario



El
número
promedio
de
óvulos
por
ovario
se
calculó
contando
todos
los
óvulos

de
10
ovarios
sobre
lupa.
Para
facilitar
el
recuento
se
usó
un
cubreobjetos
cuadriculado.




22	%


Se
 recolectaron
 pistilos
 a
 intervalos
 de
 1,
 2,
 3
 y
 4
DPP
 en
 cada
 combinación

analizada
y
su
recíproco.
Se
fijaron
en
FAA
(formol,
ácido
acético
y
etanol;
1:
0.5:
8)
por
al

menos
24
horas.
Los
pistilos
se
trataron
según
la
metodología
detallada
en
el


Se
evaluó
el
crecimiento
diario
del
tubo
polínico
en
los
pistilos
considerando
la

distancia
 recorrida.
 Se
 consideraron
 los
 siguientes
 códigos:
 12
 germinación
 y

crecimiento
 de
 tubos
 polínicos
 en
 el
 estigma,
 22
 crecimiento
 de
 tubos
 polínicos
 hasta

primera
mitad
del
estilo,
32
crecimiento
de
 tubos
polínicos
hasta
 la
segunda
mitad
del

estilo,
42
crecimiento
de
tubos
polínicos
hasta
el
ovario.

Debido
a
que
los
tubos
polínicos
son
muy
numerosos
y
forman
un
haz
apretado

se
estimó
el
porcentaje
de
tubos
que
alcanzaban
cada
porción
del
pistilo.


x

Hibridación
interespecífica
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Se
colectaron
pistilos
a
intervalos
regulares
luego
de
los
cruzamientos,
se
fijaron

en
glutaraldehido
y
se
incluyeron
en
parafina
para
luego
realizar
cortes
histológicos
(ver

metodología
).



32
	$&
%

Las
 semillas
 obtenidas
 a
 partir
 de
 los
 cruzamientos
 se
 sembraron
 sobre

vermiculita
 húmeda
 en
 bolsas
 de
 nylon
 y
 se
 mantuvieron
 en
 cámara
 a
 25
 ±
 2
 ºC.

Cuando
las
plántulas
tuvieron
al
menos
2
hojas
verdaderas
se
transplantaron
a
bandejas

alveoladas
(plugs)
en
sustrato
compuesto
por
turba,
perlita,
vermiculita
(1:1:1),
luego
a

los
 dos
meses
de
 cultivo
 se
 transplantaron
 a
macetas
de
 10
cm
de
diámetro
y
 a
 los
4

meses
 posteriores
 a
 macetas
 de
 6
 litros
 de
 capacidad
 (Fig.
 1).
 Estos
 dos
 últimos

transplantes
se
hicieron
sobre
un
sustrato
compuesto
por
resaca
de
río,
acículas
de
pino

molidas
y
tierra
(1:
1:1).

Se
 evaluaron
 las
 siguientes
 características:
 (a)
 el
 tiempo
 transcurrido
 desde
 la

siembra
a
la
primera
floración,
(b)
altura
de
las
plantas
en
plena
floración,
(c)
tamaño
y

color
de
las
flores
y
(d)
viabilidad
del
polen.


Se
midió
el
 largo
y
 ancho
del
 tubo
corolino
de
 los
híbridos
y
 sus
progenitores

con
un
escalímetro
digital
(Mitutoyo,
Japón).

Para
determinar
el
color
de
las
flores
se
evaluaron
todos
los
individuos
híbridos

y
 sus
 progenitores
 en
 el
 tiempo
 de
 la
 antesis.
 Se
 realizó
 a
 través
 de
 un
 colorímetro

Minolta
 Chroma
 Meter
 CR2321
 (Japón)
 con
 lectura
 directa
 de
 L*
 (luminosidad),
 a

(intensidad
 de
 rojo)
 y
 b
 (intensidad
 de
 amarillo).
 Se
 tomaron
 los
 valores
 referidos
 al

sector
medio
del
tubo
corolino
y
se
analizaron
6
flores
por
individuo.

Hibridación
interespecífica
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Se
 determinó
 la
 viabilidad
 del
 polen
 de
 los
 individuos
 híbridos
 según
 Greissl

(1989).
Se
evaluaron
aproximadamente
300
granos
de
polen
siguiendo
 la
metodología

detallada
en
el
.


Se
analizó
el
nivel
de
ploidía
de
los
híbridos
en
los
casos
en
que
los
progenitores

presentaban
diferente
tamaño
genómico
usando
densitometría
de
flujo
(ver
metodología

en
).

Para
 algunas
 combinaciones
 fue
 posible
 obtener
 una
 generación
 segregante
 a

partir
del
cruzamiento
entre
hermanos.









 







 


 !:
Etapas
de
cultivo
de
los
híbridos
obtenidos.
"
plántulas
en
estado
cotiledonar

en
bolsas
con
vermiculita,
"
plántulas
en
bandejas
alveoladas
(plugs),
"
plantas
de
dos

meses
 en
 macetas
 10
 cm
 de
 diámetro,
 "
 plantas
 de
 6
 meses
 en
 macetas
 de
 3
 lt
 de

capacidad.



Hibridación
interespecífica
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#


12
	$



Los
 resultados
 obtenidos
 en
 las
 polinizaciones
 entre
 dos
 genotipos
 de
 



(2#
y
4#)
y
siete
especies
de

de
flores
amarillas:


,

,

,
,

,


y

se
presentan
en
la

Tabla
1.

Se
 obtuvieron
 frutos
 en
 las
 siguientes
 combinaciones:
  

 x
 



 (genotipo
 2#),
  

 x
  

 (genotipo
 4#),
 



 (
genotipo
2x)
x



y



 (genotipo
2#)
x
.

En
 los
 cruzamientos
 con
 las
 otras
 especies
 analizadas
 no
 se
 obtuvieron
 frutos
 y
 la

abscisión
de
los
pistilos
se
produjo
entre
los
4
y
7
DPP.

En
 el
 caso
 de
 los
 cruzamiento
 entre
  

 y
 
 


 se

produjeron
 frutos
 en
 cruzamientos
 en
 ambas
 direcciones
 aunque
 la
 mayor
 cantidad

(28.8%)
se
obtuvo
cuando
el
genotipo
tetraploide
de



fue
utilizado
como

donante
de
polen.
En
el
cruzamiento
recíproco
sólo
se
obtuvo
un
fruto
(1.4%).

Para
el
 caso
de
 la
 combinación
entre

 y
 


 se
 obtuvieron
4

frutos
cuando

 fue
utilizada
como
donante
de
polen
 (7.3%).
El
cruzamiento
en

sentido
 inverso
 no
 produjo
 descendencia
 lo
 que
 sugiere
 la
 existencia
 de

incompatibilidad
unilateral.


A
partir
de
estos
 resultados
se
evaluaron
otros
genotipos
para
los
cruzamientos

entre


y



(Tabla
2)
y

y



(Tabla
3).
Se

confirmó
 que
 la
 dirección
 

 x
 


 es
 más
 exitosa
 en
 lo
 que

Hibridación
interespecífica
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respecta
 a
 la
 producción
 de
 frutos
 y
 la
 compatibilidad
 unilateral
 en
 el
 caso
 de
 la

combinación
entre



x




$!:
Número
de
 flores
polinizadas
y
 frutos
cosechados
en
 los
cruzamientos
entre

genotipos
 selectos
 de
  


 2#
 y
 4#
 y
 siete
 especies
 de
 
 de
 flores

amarillas.

Entre
paréntesis
se
indica
el
porcentaje
de
fructificación.
sd:
sin
dato.


$%:
Número
de
 flores
polinizadas
y
 frutos
cosechados
en
 los
cruzamientos
entre

genotipos
selectos
de

y

.




 


♂
 


♀


 genotipo
2#
 genotipo
4#
 genotipo
2#
 genotipo
4#


 71/1
(1.4%)
 9/0
(0%)
 53/2
(3.8%)
 52/15
(28.8%)

 55/4
(7.3
%)
 4/0
(0%)
 19/0
(0%)
 25/0
(0%)


 23/0
(0%)
 15/0
(0%)
 14/0
(0%)
 31/0
(0%)

 20/0
(0%)
 18/0
(0%)
 20/0
(0%)
 22/0
(0%)


 29/0
(0%)
 sd
 10/0
(0%)
 sd


 32/0
(0%)
 10/0
(0%)
 52/0
(0%)
 69/0
(0%)

 11/0
(0%)
 10/0
(0%)
 10/0
(0%)
 10/0
(0%)



Especie
♀

Genotipo
 Especie
♂
 Genotipo
 Flores

polinizadas

(Nº)

Frutos

cosechados

(Nº)



 20010815x9
 
 20010927F2
 14
 0




 20010815x9
 
 20010927A1
 55
 1


 20010927F2
 

 20020527x2
 28
 4


 20010927A1
 

 20010815x1
 21
 9



 20010927A1
 

 20020527x2
 30
 12

Hibridación
interespecífica
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$&'Número
de
 flores
polinizadas
y
 frutos
cosechados
en
los
cruzamientos
entre

genotipos
selectos
de

y






La
producción
de
semillas
por
frutos
y
su
poder
germinativo
correspondientes
a

los
 cruzamientos
 exitosos
 se
 presenta
 en
 la
 Tabla
 4.
 Los
 frutos
 obtenidos
 en
 los

cruzamientos
entre



(2#)
x

y


#


4#
y

2#
 produjeron
 54.66,
 156.82
 y
99.78
 semillas
 por
 frutos,
 respectivamente.
En
 los
 tres

casos
 las
 semillas
 germinaron
 y
 produjeron
 plántulas
 normales.
 La
 combinación
 



x

produjo
sólo
un
fruto
con
9
semillas,
germinaron
sólo
7
y

no
evolucionaron.


 En
 la
 tabla
 5
 se
 presenta
 la
 eficiencia
 reproductiva
 según
 la
 fórmula
 de
Dafni

(1992)
 correspondiente
 a
 los
 cruzamientos
 exitosos.
 El
 cruzamiento
 entre
 



y



(4#)
arrojó
el
valor
12.76
siendo
el
más
alto
obtenido.



Especie
♀
 Genotipo
 Especie
♂
 Genotipo
 Flores

polinizadas

(Nº)

Frutos

cosechados

(Nº)



 20010813
x
25
  20010925I4
 18
 1



 20010813
x
25
  20010926B1
 33
 2



 20010813
x
25
  20010925I1
 4
 1



 20020527x2
  20010925I4
 4
 0

 20010925I4
 

 20010815x9
 2
 0

 20010926B1
 

 20010815x9
 17
 0

 20010925I4
 

 20020527x2
 13
 0

 20010926B1
 

 20020527x2
 12
 0

Hibridación
interespecífica
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$(:
Semillas
obtenidas
por
fruto
(promedio)
y
semillas
germinadas
(promedio)
en

los
cruzamientos
exitosos
entre


y


y



Combinación
 Sem
prom/fruto
±
SD
 Sem
germinadas
prom/fruto
±SD





(2#)
x


 54.66
±
24.85
 26.67
±
13.28
(48.79%)


 

 x
 



(4#)

156.82
±
118.
15
 100.65
±
102.92
(64,18
%)

 

 x
 



(2#)
99.78
±
67.03



75.22
±36.69
(75.39%)

 

 (2#)
 x
 



9

 7

SD,
desvío
Standard.



$ )'
 Óvulos
 por
 ovario
 (Nº)
 y
 eficiencia
 reproductiva
 según
 Dafni
 (1992)
 en

cruzamientos
exitosos
entre


y


y


1
Promedio
de
10
ovarios.

2
(número
de
frutos/
número
de
flores
polinizadas)
x
(número
promedio
de
semillas
por

fruto/
número
promedio
de
óvulos
por
ovario)
x
100.






 Ovulos
por
ovario
(Nº)1
 Eficiencia
reproductiva
2

 


 (2#)
 x
 



273.2
 1.44

 

 x
 



(4#)

357.0
 12.76

 

 x
 



(2#)
357.0
 1.06

 

 (2#)
 x
 



273.2
 0.03

Hibridación
interespecífica
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22
	%





 Cruzamientos
compatibles:



En
 el
 cruzamiento
 entre
  

 y
  


 y
 su
 recíproco
 se

observó
 que
 la
 proporción
 de
 tubos
 polínicos
 que
 completaron
 su
 desarrollo
 fue

reducida
en
diferentes
niveles
y
por
consiguiente
muy
pocos
(10%220%)
llegaron
hasta

el
ovario
y
luego
al
saco
embrionario
(Tabla
6).




$*'
Crecimiento
diario
del
tubo
polínico
a
lo
largo
del
pistilo
en
los
cruzamientos



x




y
su
recíproco
(moda).





 1
DPP
 2
DPP
 3
DPP
 4
DPP

 

 x
 





2
(80%)
 4
(20%)
 4
(20%)
 4
(10%)

 


 x
 





1
(80%)
 2
(20%)
 3
(20%)
 4
(10%)



12
Germinación
y
crecimiento
de
tubos
polínicos
en
el
estigma,
22
crecimiento
de
tubos

polínicos
 hasta
 la
 primera
mitad
 del
 estilo,
 32
 crecimiento
 de
 tubos
polínicos
hasta
 la

segunda
mitad
del
estilo,
42
crecimiento
de
tubos
polínicos
hasta
el
ovario.

Entre
paréntesis
se
indica
el
porcentaje
estimado
del
total
de
tubos
polínicos
que
llegan

a
cada
sector
del
pistilo.



En
 el
 cruzamiento
 entre
  

 y
  

,
 los
 tubos
 polínicos

detuvieron
 su
 crecimiento
 en
 distintas
 zonas
 del
 estilo
 y
 
 presentaron
 deposición
 de

calosa
 en
 la
 punta
 del
mismo
 formando
 estructuras
 globosas.
 También
 se
 observaron

tapones
de
calosa
en
tubos
polínicos
a
lo
largo
del
estilo
de
dimensiones
mayores
a
los

normales
y
de
 forma
globosa
 (Fig.
 2
 c).
Sólo
 el
20
%
de
 los
 tubos
polínicos
 llegaron

hasta
 el
 ovario
 (Fig.
 2
 d).
 No
 se
 observaron
 anormalidades
 en
 la
 penetración
 de
 los

Hibridación
interespecífica




































































































































































100

tubos
polínicos
en
la
micrópila
(Fig.
2).
Los
tubos
polínicos
llegaron
a
los
óvulos
a
los
2

DPP.


En
 el
 cruzamiento
 recíproco
 ( 


 x
  
)
 sucedió
 algo

similar,
 a
 pesar
 de
 la
 germinación
de
 los
granos
de
polen,
muy
pocos
 tubos
polínicos

llegaron
al
ovario
(Fig.
3
c).


Es
importante
destacar
que
la
velocidad
de
crecimiento
fue
menor
que
en
el
caso

anterior,
los
tubos
polínicos
llegaron
a
los
óvulos
a
los
4
DPP.





























 
%:
Tubos
 polínicos
 correspondientes
 al
 cruzamiento
 entre


 y



 4
 DPP
 (MO2F) "
 tubos
 polínicos
 en
 estigma,
 " tubos
 polínicos
 en
 la

primera
 mitad
 del
 estilo,
 "
 tubos
 polínicos
 en
 la
 segunda
 mitad
 del
 estilo
 (ver

deposiciones
 de
 calosa),
 "
 tubos
 polínicos
 en
 el
 ovario
 (nótese
 la
 poca
 cantidad
 de

tubos).
+
:
a,
b,
d,
barras
=
5
Sm;
c
barra
=
2
Sm.





b
c d
a
Hibridación
interespecífica
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  &'
 Tubos
 polínicos
 correspondientes
 al
 cruzamiento
 entre
 


 y


 4
 DPP
 (MO2F) "
 tubos
 polínicos
 en
 estigma,
 "
 tubos
 polínicos
 en
 la

primera
mitad
 del
 estilo,
"
 tubos
 polínicos
 en
 la
 segunda
mitad
 del
 estilo
 (nótese
 la

poca
cantidad
de
tubos
polínicos),
"
tubos
polínicos
en
los
óvulos.
+
:
a,
b,
c,

barras
=
10
Sm;
d,
barra
=
5
Sm.



La
 combinación
 entre
  


 x
  
 presentó
 características

semejantes
a
 la
anterior
combinación
mencionada;
es
decir,
 a
pesar
de
 la
germinación

aparentemente
normal
de
 los
granos
de
polen
en
el
 estigma
muy
pocos
 llegaron
a
 los

óvulos.
A
los
4
DPP,
se
observó
que
un
grupo
reducido
de
tubos
polínicos
llegaron
al

ovario
y
penetraron
los
óvulos
por
la
micrópila
(Tabla
7).





a b
c d
Hibridación
interespecífica
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$,'
Crecimiento
diario
del
tubo
polínico
a
lo
largo
del
pistilo
en
los
cruzamientos





x

y
su
recíproco
(moda).




 1
DPP
 2
DPP
 3
DPP
 4
DPP

 


 x
 




1
(80%)

 2
(60%)
 3
(40%)
 4
(40%)

  x
 





1
(80%)
 2
(20%)
 2
(20%)
 2
(20%)



12
Germinación
y
crecimiento
de
tubos
polínicos
en
el
estigma,
22
crecimiento
de
tubos

polínicos
 hasta
 la
 primera
mitad
 del
 estilo,
 32
 crecimiento
 de
 tubos
polínicos
hasta
 la

segunda
mitad
del
estilo,
42
crecimiento
hasta
el
ovario.

Entre
paréntesis
se
indica
el
porcentaje
estimado
del
total
de
tubos
polínicos
que
llegan

a
cada
sector
del
pistilo.



En
 cruzamiento
 recíproco
 ( 
 x
  

),
 los
 tubos
 polínicos

presentaron
 una
 pronunciada
 deposición
 de
 calosa
 y
 crecimiento
 tortuoso
 sobre
 el

estigma
 (Fig.
 4).
 Sólo
 unos
 pocos
 tubos
 polínicos
 (20
%)
 crecieron
 hasta
 la
 primera

mitad
 del
 estilo
 y
 en
 ellos
 se
 observaron
 tapones
 de
 calosa
 más
 grandes
 que
 los

habituales
en
cruzamientos
compatibles
y
su
forma
fue
similar
a
la
de
los
hallados
en
el

cruzamiento
 entre
.


 y
 

.
No
 se
 observó
 crecimiento
 de
 los

mismos
luego
de
los
2
DPP
y
a
los
4
DPP
se
produjo
la
abscisión
de
todos
los
pistilos

auto2polinizados.









Hibridación
interespecífica
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




















 ('
Tubos
polínicos
en
el
cruzamiento



x

4
DPP
(MO2F).

"
tubos
polínicos
en
estigma,
"
tubos
polínicos
en
la
primera
mitad
del
estilo,
"
tubos

polínicos
en
la
segunda
mitad
del
estilo,
" tubos
polínicos
en
el
ovario.
+
:
a,

b,
d
barras
=
10
Sm,
c,
barra
=
5
Sm.









a b
c d
Hibridación
interespecífica
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  ):
 Tubos
 polínicos
 correspondientes
 al
 cruzamiento
 entre
   y
 


4
DPP
(MO2F)
"
tubos
polínicos
en
estigma,
"detalle
de
tubos
polínicos

en
estigma,
nótese
el
recorrido
tortuoso,
"
tubos
polínicos
en
la
primera
mitad
de
estilo

(ver
detalle
de
tapones
de
calosa),
"óvulossin
rastros
de
tubos
polínicos
+
'
a,

d,
barra
=
10
Sm;
b,
c,
barra
=
5
Sm;
d,
barra
=
100
Sm.


Los
estudios
embriológicos
corroboraron
los
resultados
antes
descriptos.


En
el
cruzamiento
entre



y


no
se
observa
 llegada

de
tubos
polínicos
a
 los
sacos
embrionarios
y
las
sinérgidas
persistieron
sin
cambios
a

los
4
DPP
(Fig.
6).

En
 el
 cruzamiento
 recíproco
 ( 

 x
  

),
 se
 observó

descarga
del
 tubo
polínico
en
una
sinérgida,
 la
cual
resultó
altamente
picnótica
(Fig.
7

a).
Se
comprobó
la
formación
del
cigoto
y
se
observó
desarrollo
normal
de
los
óvulos

fecundados
(Fig.
7
b
y
c).

b
c d
a
Hibridación
interespecífica
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  *' Aspecto
 de
 las
 sinérgidas
 y
 aparato
 filar
 en
 el
 cruzamiento
 entre
 


y



 4
DPP
 (MO).
Nótese
 que
 permanecen
 intactas
 y
 no
 se

ven
 restos
 de
 tubo
 polínico.
:
 s:
 sinérgida,
 af:
 aparato
 filar. +
:

Barra
=
2
Sm.




 
































  ,:
 Corte
 transversal
 de
 óvulos
 provenientes
 del
 cruzamiento
 entre
 



y



(MO).
"
sinérgida
degenerada,
4
DPP,
"
cigoto,
6
DPP,

"
aspecto
general
del
ovario
11
DPP.:
s:
sinérgida,
np:
núcleos
polares,

z:
cigoto,
od:
óvulos
en
desarrollo,
t:
tabique.
+
'a,
bbarras
=
2
Sm;
c
barra
=

20
Sm.

s
s
af
a b
s
s
z
c
np
np
t
od
Hibridación
interespecífica
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En
el
cruzamiento

x


no
se
ven
sinérgidas
degeneradas
por

lo
que
se
concluye
que
no
hay
descarga
del
contenido
del
tubo
polínico
en
las
mismas.


En
 el
 cruzamiento
 recíproco
 (
 


 x
 ),
 se
 observaron
 óvulos

donde
hubo
penetración
del
 tubo
polínico
por
 la
micrópila
y
se
produjo
la
descarga
de

contenidos
en
la
sinérgida
(Fig.
8
a
y
b).


En
 otros
 óvulos
 no
 se
 produjo
 tal
 descarga,
 permaneciendo
 sin
 cambios

aparentes
(Fig.
8
c).
A
los
15
DPP,
se
observó
desarrollo
de
óvulos
normales
y
también

óvulos
que
permanecieron
sin
cambios
(Fig.
8
d).














 -:
Corte
transversal
de
óvulos
provenientes
del
cruzamiento
entre




y
   (MO).
 "
 tubo
 polínico
 penetrando
 por
 la
 micrópila
 4
 DPP,
 "
 sinérgida

degenerada
y
nuclelos
de
núcleos
centrales
sin
unirse
4
DPP,
"
sinérgidas
intactas,
sin

penetrar,
"
desarrollo
del
ovario
15
DPP.
'tp:
tubo
polínico,
np:
núcleos

polares,
 s:
 sinérgida,
 od:
 óvulo
 en
 desarrollo,
 oa:
 óvulo
 abortado.
 +
'
 a,
 b,

barras
=
2
Sm;
c,
barra
=
5
Sm;
d,
barra
=
20
Sm.



a b
c d
tp
np
s
od
oa
Hibridación
interespecífica
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 Cruzamientos
incompatibles:



En
los
cruzamientos
entre



y


en
ambas
direcciones

los
tubos
polínicos
no
lograron
crecer
hasta
el
ovario
y
penetrar
los
óvulos,
sólo
el
10%

de
los
tubos
polínicos
crecieron
hasta
la
segunda
mitad
del
estilo
(Tabla
8).



$-'
Crecimiento
diario
del
tubo
polínico
a
lo
largo
del
pistilo
en
los
cruzamientos





x


y
su
recíproco
(moda).




 1
DPP
 2
DPP
 3
DPP
 4
DPP

 


 x
 




1
(80%)
 2
(10%)
 2
(10%)
 3
(10%)

 
 x
 





1
(80%)
 2
(10%)
 3
(10%)
 3
(10%)



12
Germinación
y
crecimiento
de
tubos
polínicos
en
el
estigma,
22
crecimiento
de
tubos

polínicos
 hasta
 la
 primera
mitad
 del
 estilo,
 32
 crecimiento
 de
 tubos
polínicos
hasta
 la

segunda
mitad
del
estilo,
42
crecimiento
hasta
el
ovario.

Entre
paréntesis
se
indica
el
porcentaje
estimado
del
total
de
tubos
polínicos
que
llegan

a
cada
sector
del
pistilo.



En
el
 caso
de

x


,
 los
 tubos
polínicos
crecieron
en

forma
 tortuosa
en
el
 estigma,
 lo
que
 impidió
que
 los
mismos
penetren
por
 las
papilas

estigmáticas;
 los
 tubos
 que
 lograron
 superar
 ese
 sitio
 de
 expresión
 de
 la

incompatibilidad,
 crecieron
 hasta
 la
 segunda
mitad
del
 estilo,
 pero
 en
 ningún
 caso
 se

observó
 llegada
 a
 los
 óvulos
 (Fig.
 6).
 En
 la
 primera
 mitad
 del
 estilo
 también
 se

observaron
 tapones
 de
 calosa
 de
 mayor
 dimensión
 que
 los
 tapones
 normales
 que

ocurren
en
cruzamientos
compatibles.


Hibridación
interespecífica
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 
 .'
 Tubos
 polínicos
 correspondientes
 al
 cruzamiento
 entre
 
 y



4
DPP
(MO)"
 tubos
polínicos
en
estigma,
"detalle
de tubos
polínicos

en
 el
 estigma,
 "
 tubos
 polínicos
 en
 la
 primer
 mitad
 del
 estilo
 (ver
 deposiciones
 de

calosa),
"
 tubos
polínicos
 en
 la
 segunda
mitad
del
 estilo
 (nótese
 la
 poca
 cantidad
 de

tubos).
+
:
a,
d,
barras
=
10
Sm;
b,
c,
barras
=
5
Sm.



En
 el
 cruzamiento
 recíproco
 ( 


 x
  
)
 sucedió
 algo

similar
 al
 cruzamiento
 anterior;
 aunque
 los
 tubos
 polínicos
 presentaron
 un
 patrón
 de

deposición
de
calosa
distinto,
en
este
caso
no
se
detectó
enrollamiento
de
los
extremos

de
los
tubos
polínicos
sino
un
engrosamiento.
En
la
primer
mitad
del
estilo
también
se

observaron
 tubos
 polínicos
 con
 tapones
 de
 calosa
 a
 menos
 distancia
 de
 la
 habitual

formando
una
estructura
en
rosario
(Fig.
7
c).


 Es
importante
aclarar
que
no
hay
muestras
analizadas
luego
de
los
4
DPP
debido

a
que
en
ese
tiempo
se
produce
la
abscisión
de
los
pistilos.



a b
c d
Hibridación
interespecífica
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



 !/:
Tubos
polínicos
correspondientes
al
cruzamiento
entre


y


4
DPP
(MO)"
tubos
polínicos
en
estigma,
"detalle
de
engrosamiento
de
tubo
 polínico
 en
 el
 estigma,
 "
 tubos
 polínicos
 en
 la
 primera
 mitad
 del
 estilo
 (ver

deposiciones
de
calosa
en
forma
de
rosario),
"
tubos
polínicos
en
la
segunda
mitad
del

estilo
(nótese
la
poca
cantidad
de
tubos).
+
:
a,
d,
barras
=
10
Sm;
b,
barra
=
2

Sm;
c
barra
=
5
Sm.




 En
 el
 caso
 del
 los
 cruzamientos
 entre
 


 y
 

 en
 ambas

direcciones,
se
detectó
que
sólo
el
50%
de
los
granos
de
polen
observados
en
el
estigma

germinaron
y
cierta
cantidad
de
 los
 tubos
polínicos
 (10%)
crecieron
hasta
el
ovario,
 a

pesar
de
ello
no
 lograron
penetrar
en
los
óvulos
 (Tabla
9).
Cuando



 fue

polinizada
con


se
observó
germinación
normal
de
los
granos
de
polen
en
el

estigma
pero
sólo
el
50%
de
los
tubos
polínicos
lograron
crecer
hasta
la
mitad
del
estilo.

Los
tubos
que
llegaron
a
la
base
del
ovario
(10%)
presentaron
anormalidades
en
lo
que

a b
c d
Hibridación
interespecífica
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respecta
 a
 la
 deposición
 de
 calosa
 tales
 como
 enrollamientos
 (Fig.
 8
 c)
 y

engrosamientos
en
la
punta
(Fig.
8
d
y
e).

A
 pesar
 de
 observar
 tubos
 polínicos
 cercanos
 a
 los
 óvulos
 en
 ningún
 caso
 de

detectó
su
entrada
a
través
de
la
micrópila
(Fig.
8
e
y
f).
Los
tubos
polínicos
llegaron
al

ovario
a
los
2
DPP
(Tabla
9).



$.'
Crecimiento
diario
del
tubo
polínico
a
lo
largo
del
pistilo
en
los
cruzamientos





x


y
recíproco
(moda).





 1
DPP
 2
DPP
 3
DPP
 4
DPP

 


 x
 




2
(50%)
 4
(10%)
 4
(10%)
 4
(10%)

 
 x
 





1
(50%)
 2
(50%)
 3
(10%)
 4
(10%)



12
Germinación
y
crecimiento
de
tubos
polínicos
en
el
estigma,
22
crecimiento
de
tubos

polínicos
 hasta
 la
 primera
mitad
 del
 estilo,
 32
 crecimiento
 de
 tubos
polínicos
hasta
 la

segunda
mitad
del
estilo,
42
crecimiento
hasta
el
ovario.

Entre
paréntesis
se
indica
el
porcentaje
estimado
del
total
de
tubos
polínicos
que
llegan

a
cada
sector
del
pistilo.



El
 cruzamiento
 recíproco
 ( 
 x  

)
 se
 observó
 una

disminución
 en
 la
 velocidad
 de
 crecimiento
 ya
 que
 recién
 a
 los
 4
DPP
 se
 observaron

tubos
 polínicos
 en
 el
 ovario.
 También
 se
 observó
 que
 el
 50%
 de
 los
 tubos
 polínicos

llegaron
a
la
mitad
del
estigma
(Fig.
9
b)
y
sólo
el
10%
logró
llegar
al
ovario
(Fig.
9
d).

Los
tubos
polínicos
que
llegaron
al
ovario
presentaron
pérdida
de
la
dirección
(Fig.
9
e)

y
se
observó
que
muy
pocos

de
ellos
lograron
penetrar
a
los
óvulos
por
la
micrópila.





Hibridación
interespecífica
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 
!!:
Tubos
polínicos
correspondientes
al
cruzamiento
entre
.

y
.



4
DPP
(MO2F)2
tubos
polínicos
en
estigma,
"tubo
polínicos
en
el
estilo"
crecimiento
 tortuoso
 de
 tubo
 polínico
 en
 la
 entrada
 del
 ovario,
 "
 detalle
 de
 puntas

engrosadas
 de
 tubos
 polínicos
 en
 la
 entrada
 del
 ovario,
 " tubo
 polínico
 con
 punta

engrosada
cercano
a
un
óvulo,
"
ovario
sin
rastros
de
tubos
polínicos.+
:
a,
b,

barras
=
10
Sm;
c,
d,
e,
barras
=
5
Sm;
f,
barra
=
50
Sm.







a b
c d
e f
Hibridación
interespecífica
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



















 
 !%:
 Tubos
 polínicos
 correspondientes
 al
 cruzamiento
 entre
 
 

 y .


 4
 DPP
 (MO2F) "
 tubos
 polínicos
 en
 estigma,
 " tubos
 polínicos
 en
 el

estilo,
 "
 tubos
 polínicos
 con
 engrosamientos
 en
 el
 estilo,
 "
 tubos
 polínicos
 en
 la

entrada
del
ovario
(nótese
la
poca
cantidad)
"
crecimiento
tortuoso
de
tubos
polínicos
y

con
 deposiciones
 anormales
 de
 calosa
 en
 el
 ovario
 2
 tubo
 polínico
 penetrando
 por
 la

micrópila
del
óvulo.
+
:
a,
b,
c,
barras
=
10
Sm;
d,
e,
f,
barras
=
5
Sm.



a b
e f
c d
Hibridación
interespecífica
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3
	





x



 Tal
 como
 se
 presentó
 en
 la
 Tabla
 1,
 se
 obtuvieron
 híbridos
 a
 partir
 del

cruzamiento
entre

y

en
los
dos
niveles
de
ploidía
de
esta

última
especie
(2
y
4).

Los
híbridos
provenientes
del
cruzamiento
entre

y



2
 florecieron
 en
 el
 primer
 año
 de
 cultivo
 al
 igual
 que
 los
 parentales.
 Los
 híbridos

provenientes
 del
 cruzamiento
 entre
  
 y
  
 (4)
 florecieron

durante
el
segundo
año
de
cultivo.

El
 análisis
 del
 color
 de
 las
 flores
 por
 colorimetría
 permitió
 caracterizar
 los

híbridos.
Los
valores
a
y
b
según
el
sistema
Hunter
de
los
híbridos
(
x



 2)
 se
 ubicaron
 en
 posición
 intermedia
 con
 respecto
 a
 los
 parentales,

excepto
en
dos
 individuos
que
presentaron
un
color
semejante
a
 (Figs.

13
a
y
14).
Es
de
destacar
que
dichos
 individuos
 resultaron
muy
promisorios
desde
el

punto
de
vista
de
la
creación
varietal
ya
que
combinaron
las
características
foliares
de


 y
 el
 color
 de
 las
 flores
 de
   
 El
 valor
 L,
 indicativo
 de

luminosidad,
resultó
en
los
híbridos
intermedio
al
de
los
parentales
(Fig.
15).

Los
 híbridos
 obtenidos
 a
 partir
 del
 cruzamiento
 entre
  
 y
 

 (4)
 presentaron
 valores
 de
 a
 y
 b
 cercanos
 a
 los
 valores
 del
 parental

masculino
(Fig.13
b).
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interespecífica
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20
10
0
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40
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70
80
90
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10 0 10 20 30 40 50
b
arojo
azul
amarillo
b

































	

Valores
de
a
y
b
según
el
sistema
Hunter
correspondientes
al
color
de
 los

tubos
corolinos
de
los
híbridos
y
los
parentales 
híbridos
derivados
del
cruzamiento

entre
  
 y
  
 (2)
 y
 los
 parentales.
 ♦
  
 ▲

■
híbridos.

híbridos
derivados
del
cruzamiento
entre

y


(4)
y
los
parentales.
♦

▲
(4)
■
híbridos.

Cada
valor
representa
el
promedio
de
seis
observaciones.







20
10
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
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 :
 Inflorescencia
 correspondiente
 a
 un
 híbrido
 seleccionado
 proveniente
 del

cruzamiento
entre

x
(2x).



50 55 60 65 70 75 80 85 90
L
(
luminosidad)
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
22
24
26
28
30
N
o

d
e

o
b
s


 :
 Luminosidad
 (valor
 L
 según
 el
 sistema
 Hunter)
 del
 tubo
 corolino
 de
 los

híbridos
 derivados
 del
 cruzamiento
 entre
 
 y

 
 (2).
 L:

:
74.2,

(2
)
48.9.



En
la
Fig.
16
se
presenta
el
aspecto
general
de
las
flores
de
algunos
de
los
híbridos

obtenidos
 a
 partir
 del
 cruzamiento
 entre
  
 y
  
 (2)
 y
 los

parentales.
Se
puede
apreciar
la
variación
en
color
y
forma
de
las
flores
provenientes
de

los
híbridos
y
la
presencia
de
estrías
en
la
garganta
en
algunos
de
ellos,
presente
en
el

parental
femenino
().

Hibridación
interespecífica
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
Flores
de
los
híbridos
correspondientes
al
cruzamiento
entre


y

(,
,
,
,
,
)
y
los
parentales:
(),
2

().


barras
=
1
cm.


a
c d
e f
g
b
h
Hibridación
interespecífica
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Debido
 a
 que
 en
 el
 cruzamiento
  
 x
   (4)
 están

involucrados
 individuos
 con
 diferente
 tamaño
 genómico,
 los
 híbridos
 pudieron
 ser

caracterizados
 usando
 densitometría
 de
 flujo.
 En
 la
 tabla
 10
 se
 presentan
 los
 valores

numéricos
que
arrojaron
dichos
análisis,
en
la
misma
se
aprecia
los
valores
de
moda
y

promedio
 intermedios
 de
 los
 híbridos
 con
 respecto
 a
 los
 parentales.
 En
 la
 Fig.17
 se

observan
 los
 gráficos
 obtenidos
 cuando
 se
 analizaron
 los
 parentales
 y
 un
 híbrido

obtenido
de
los
mismos.



:
Valores
de
fluorescencia
relativa
(escala
lineal
y
arbitraria)
obtenida
usando

densitometría
 de
 flujo
 correspondientes
 a
  ,
   (4)
 y
 los

híbridos
obtenidos.

Genotipos
 Moda
 Promedio
 CV
1


 21
 20.73
 6.06


(4x)
 40
 38.92
 5.78

Híbrido
1
 31
 30.37
 5.76

Híbrido
2
 33
 32.26
 5.43

Híbrido
3
 32
 31.48
 3.97

Híbrido
4
 32
 30.54
 4.09

Híbrido
5
 31
 33.01
 3.79

Híbrido
6
 34
 27.51
 4.54

Híbrido
7
 27
 28.79
 7.82

Híbrido
8
 29
 31.11
 7.23

Híbrido
9
 31
 30.46
 4.10

Híbrido
10
 30
 33.03
 4.16

1

Coeficiente
de
variabilidad

Hibridación
interespecífica
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 
 Cantidad
 relativa
 de
 ADN
 obtenida
 por
 densitometría
 de
 flujo.
 
 

y

(4),

híbrido
(
x
4).
En

la
 abscisa
 está
 representada
 la
 fluorescencia
 relativa
 (escala
 lineal,
 arbitraria)
 y
 en
 la

ordenada
la
cantidad
de
células
contadas.





En
 la
Fig.
18
se
presenta
el
aspecto
de
 la
corola
de
un
híbrido
proveniente
del

cruzamiento
 entre
  
 y
  
 4
 y
 los
 parentales.
 Se
 puede

observar
 que
 el
 híbrido
 es
 muy
 semejante
 a
   4 (parental
 masculino)
aunque
con
estrías
en
la
garganta
del
tubo
corolino
provenientes
de
.



a

b

Hibridación
interespecífica
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


















Flores
de
los
parentales
e
híbrido.

,


(4),


híbrido
(
x

4).


a,
b,
c,
barras
=
1
cm.





El
 tamaño
de
 las
flores,
expresado
como
el
 ancho
y
 largo
del
 tubo
corolino
 se

presenta
en
la
Tabla
11.
Se
hallaron
diferencias
significativas
entre
los
parentales
y
los

híbridos
en
 lo
que
 respecta
al
 largo
del
 tubo
corolino,
 siendo
 los
valores
3.95,
 4.95
y

5.64
cm
para

 los
híbridos
y

 (4)
 respectivamente.
Con

respecto
al
ancho
no
se
detectaron
diferencias
entre
los
híbridos
y
el
parental
femenino

aunque
sí
con
el
masculino.







a b
c
Hibridación
interespecífica
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 

Ancho
y
 largo
del
 tubo
corolino
en
 los
híbridos
derivados
del
cruzamiento

entre

y

(4)
y
los
parentales.
Promedio
y
desvío
estándar.


 Largo
(cm)
 Ancho
(cm)

 3.95
±
0.10
a
 1.63
±
0.20
a

Híbridos
 4.95
±
0.46
b
 1.87
±
0.21
a

 5.64
±
0.28
c
 2.17
±
0.12
b



Letras
 diferentes
 en
 columnas
 indican
 diferencias
 significativas
 según
 test
 de
 Tukey

(p<0.05).



La
 tinción
 utilizada
 para
 el
 análisis
 de
 la
 viabilidad
 del
 polen
 de
 los
 híbridos

obtenidos
permitió
clasificar
 fácilmente
 los
granos
de
polen
 según
en
color
adquirido.

El
polen
de
color
verde
fluorescente
 intenso
se
consideró
viable
y
 los
que
adquirieron

una
 tonalidad
 roja
 se
 consideraron
 inviables
 (Fig.
 19).
 Los
 individuos
 híbridos

presentaron
una
viabilidad
de
polen
entre
20
y
80%.



















  :
 Viabilidad
 de
 polen
 de
 un
 individuo
 derivado
 del
 cruzamiento
 entre
 

y

(4
)
(MF):
barra
=
10
Gm.
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En
la
Fig.
20
se
presenta
la
frecuencia
correspondiente
al
número
de
individuos

en
relación
con
la
viabilidad
hallada.



0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Viabilidad
del
polen
(%)
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
F
re
cu
e
n
ci
a


!
Frecuencia
(Nº)
de
híbridos
derivados
del
cruzamiento
entre

y


2con
distintos
rangos
de
viabilidad
de
polen.




 Debido
 a
 que
 se
 hallaron
 individuos
 fértiles
 entre
 los
 híbridos
 obtenidos
 fue

posible
 la
 obtención
 de
 una
 generación
 segregante
 a
 partir
 del
 cruzamiento
 entre

hermanos.

En
 la
Fig.
21
se
presenta
el
aspecto
general
de
las
plantas
F2
a
 los
4
meses
de

cultivo
donde
se
puede
apreciar
 la
variación
hallada
en
el
hábito
de
crecimiento
de
las

plantas
y
el
polimorfismo
presente
en
las
hojas.
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interespecífica
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




!
Aspecto
general
de la
generación
segregante
(F2)
del
cruzamiento
entre
.


y

4
a
los
4
meses
de
cultivo.
:
barras
=
5
cm.
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
x



Los
 híbridos
 resultantes
 del
 cruzamiento
 entre
   y
  
florecieron
al
segundo
año
de
cultivo.

El
color
 del
 tubo
corolino
de
 las
 flores
de
 los
híbridos
 resultó
en
una
posición

intermedia
al
de
los
padres
a
partir
de
los
valores
de
a
y
b
según
el
sistema
Hunter
(Fig.

22).




20
10
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
a
b
amarillo
rojo
azul


 !!:
Valores
de
a
y
b
 según
el
 sistema
Hunter
correspondientes
al
color
de
 los

tubos
corolinos
de
los
híbridos
derivados
del
cruzamiento
entre

(2)
y


y
los
progenitores.
♦
▲
■
híbridos.
Cada
valor
representa
el

promedio
de
seis
observaciones.



El
 tamaño
de
 las
 flores,
expresado
como
el
ancho
y
 largo
del
 tubo
corolino
de

los
 híbridos
 y
 sus
 parentales
 se
 presenta
 en
 la
 tabla
 12.
 Se
 hallaron
 diferencias

significativas
en
ambas
mediciones
y
los
valores
de
los
híbridos
resultaron
intermedios

entre
los
padres,
siendo
los
valores
para
el
largo
del
tubo
corolino
de
4.41,
4.96
y
6.88

cm
 para
  ,
 los
 híbridos
 ( 
 x
  )
 y
  

respectivamente.
 Para
 el
 ancho,
 los
 valores
 fueron
 1.60,
 2.29
 y
 3.00
 cm,

respectivamente.

Hibridación
interespecífica
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
 !

Ancho
y
 largo
del
 tubo
corolino
en
 los
híbridos
derivados
del
cruzamiento

entre

(2)
y
y
los
parentales.
Promedio
y
desvío
estándar.








Letras
 diferentes
 en
 columnas
 indican
 diferencias
 significativas
 según
 test
 de
 Tukey

(p<0.05).





En
la
Fig.
23
se
presenta
el
aspecto
general
de
las
flores
de
algunos
de
los
híbridos

obtenidos
 en
 el
 cruzamiento
 entre
  
 y
  
 y
 sus
 parentales.
 Se

evidencia
 en
 la
 figura
 la
 variación
 en
 el
 color
 y
 forma
 de
 las
 flores
 de
 los
 híbridos
y

también
en
algunos
de
ellos
 la
presencia
de
estrías
en
 la
garganta,
 característica
de


no
presente
en
.

Con
 respecto
 a
 la
 viabilidad
 del
 polen
 de
 los
 11
 híbridos
 que
 llegaron
 a

floración,
5
 resultaron
100%
estériles,
4
presentaron
una
viabilidad
de
polen
menor
al

10%
y
solo
2
alrededor
de
50%.
En
la
Fig.
24
se
puede
apreciar
gran
cantidad
de
granos

de
polen
colapsados,
signo
de
irregularidades
producidas
en
la
meiosis.














 Largo
(cm)
 Ancho
(cm)

 4.41
±0.19
a
 1.60
±0.09
a

Híbridos
 4.96
±
0.27
b
 2.29
±0.26
b

 6.88
±0.27
c
 3.00
±0.28
c

Hibridación
interespecífica
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









!	
Flores
de
los
híbridos
correspondientes
al
cruzamiento
entre


y

 (,
,
,
,
,
 )
y
 los
parentales:
 (),
 ().
:

barras
=
1
cm.



a b

c d
e f

g
 h
a b

c d

e f

g
 h
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







!
Viabilidad
del
polen
de
un
híbrido
obtenido
a
partir
del
cruzamiento
entre



y
(MF).
:
barra
=
5
Gm.




 Se
comprobó
la
producción
de
híbridos
en
el
cruzamiento
entre

y

 ,
 ambas
 especies
 de
 flores
 amarillas.
 Dichas
 especies
 presentan
 distinto

tamaño
genómico,
siendo
la
primera
diploide
y
la
segunda
tetraploide
(Piazzano,
1998).

Por
 tal
 motivo
 se
 pudieron
 evaluar
 tempranamente
 los
 híbridos
 putativos
 por

densitometría
 de
 flujo.
 En
 la
 Fig.
 25
 se
 presenta
 la
 cantidad
 relativa
 de
 ADN

correspondiente
a
 los
parentales
 y
 a
 una
planta
híbrida
obtenidos,
 siendo
20.5,
 35.8
y

48.8
para
.
,
un
híbrido
(
x
)
y
,

respectivamente.
De
 esta
manera,
 se
corroboró
 la
 naturaleza
híbrida
de
 los
 individuos

obtenidos
 ya
 que
 los
 valores
 de
 fluorescencia
 relativa
 en
 todos
 los
 casos
 analizados

fueron
intermedios
al
de
los
parentales.

No
se
presentan
 los
datos
 referidos
a
 la
producción
de
 frutos
en
 la
hibridación

entre
 especies
 de
 
 de
 flores
 amarillas
 ya
 que
 no
 se
 pudo
 cumplimentar
 un

número
mínimo
de
cruzamientos
en
todas
las
combinaciones
y
direcciones.



Hibridación
interespecífica
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






















 !
 Cantidad
 relativa
 de
 ADN
 obtenida
 por
 densitometría
 de
 flujo.
 
 

,
 
 híbridos
 ( 
 x
  ),
 
  .
 En
 la

abscisa
 está
 representada
 la
 fluorescencia
 relativa
 (escala
 lineal,
 arbitraria)
 y
 en
 la

ordenada
la
cantidad
de
células
contadas.

a
b
c
Hibridación
interespecífica
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
"##$

Los
resultados
obtenidos
probaron
que
existe
fertilidad
entre
algunas
especies
de

consideradas
en
este
estudio,
y

demostraron
que
la
barrera
genética
entre
las

mismas
es
baja.

Los
 cruzamientos
 entre
  
 y
  
 produjeron
 frutos
 en

ambas
 direcciones
 aunque
 sólo
 se
 obtuvieron
 plántulas
 cuando
  
 fue

utilizada
como
donante
de
polen.

La
 combinación
 entre
 
 y
 
 produjo
 frutos
 sólo
 cuando



fue
donante
de
polen,
lo
que
indica
incompatibilidad
unilateral.
Según
Nettancourt

(2005),
dicho
tipo
de
de
incompatibilidad
se
presenta
comúnmente
cuando
una
especie

autoincompatible
se
cruza
con
una
autocompatible.
En
este
estudio
se
comprobó
que

este
cruzamiento
 no
 sigue
 tal
 regla
 ya
que
ambas
 especies,
 siendo
autoincompatibles

produjeron
frutos
(ver
%&'().


Los
cruzamientos
entre

y
las
siguientes
especies:
,


,
,
y
,
no
produjeron
frutos
lo
que
sugiere
una

mayor
distancia
genética.


Es
 importante
 destacar
 que
  
 produjo
 híbridos
 con
 especies

simpátricas
 ( 
 y
  )
 lo
 que
 indica
 que
 la
 barrera
 entre
 ellas
 es

temporal
 ya
 que
 la
 floración
 entre
 las
 especies
 no
 coincide
 siendo
 
 de

floración
más
temprana
que
las
otras
dos.
Los
estudios
fenéticos
realizados
por
Rivera

(1999)
agrupan

y

,
dejando
al
 resto
de
las
especies
de

alejadas
de
las
anteriores.
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El
estudio
del
 crecimiento
del
 tubo
polínico
en
el
pistilo
basado
en
 la
afinidad

del
fluorocromo
azul
de
anilina
a
la
calosa
ha
resultado
efectivo
para
el
análisis
de
los

eventos
 post
 polinización
 en
 los
 cruzamientos
 interespecíficos.
 Tal
 como
 afirman

Dumas
 y
 Knox
 (1983),
 el
 estudio
 de
 la
 deposición
 de
 la
 calosa
 provee
 información

acerca
del
 diálogo
que
 se
produce
entre
 el
 tubo
polínico
y
el
pistilo
en
el
 caso
de
 los

cruzamientos
 interespecíficos
 evidenciando
 la
 distancia
 genética
 entre
 las
 especies

involucradas.

En
 el
 cruzamiento
 entre
 .
 
 y
   y
 su
 recíproco,
 se

observó
que
los
tubos
polínicos
detenían
su
crecimiento
en
distintos
niveles
del
estilo
lo

que
indica
que
las
barreras
prefertilización
no
estuvieron
restringidas
específicamente
a

un
 nivel
 en
 particular
 del
mismo,
 sino
 que
 por
 el
 contrario
 pudo
 ser
 activa
 en
 varios

niveles.
 Shivanna
 (2005)
 menciona
 que
 las
 barreras
 previenen
 la
 fertilización

interrumpiendo
 el
 crecimiento
 del
 tubo
 polínico
 en
un
 nivel
 determinado
 o
 en
 varios

niveles
y
sugiere
entre
otras
posibles
causas,
que
podría
ser
producido

por
la
ausencia

de
factores
quimiotrópicos
en
la
micrópila.


También
 se
 observó
 que
 los
 tubos
 polínicos
 llegaron
 a
 los
 óvulos
 más

rápidamente
 en
 
 x
 
 que
 en
 su
 recíproco.
A
 pesar
 que
 la

cantidad
de
tubos
polínicos
que
llegan
a
los
óvulos
es
semejante
en
el
cruzamiento
entre



y
 su
 recíproco,
en
el
primer
caso,
 los
 tubos
polínicos

llegaron
 a
 los
 óvulos
más
 tempranamente.
 Es
 de
 destacar
 que
 sólo
 en
 este
 sentido
 se

obtuvieron
 individuos
 híbridos.
 Se
 podría
 postular
 que
 en
 este
 caso
 se
 produciría
 la

fecundación
antes
que
algún
mecanismo
de
incompatibilidad
a
nivel
del
ovario,
se
haga

efectivo.
 Una
 disminución
 similar
 en
 la
 velocidad
 de
 crecimiento
 en
 cruzamientos

incompatibles
es
reportada
en

Vilm.
(Herrero
y
Dickinson
(1981)
y
en




(Thunb.)
Lindl.
(Kaufmane
y
Rumpunen,
2002).
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En
el
 caso
de

x
,
 los
 tubos
polínicos
crecieron
en
 forma

tortuosa
 sobre
 el
 estigma
 lo
 que
 provocó
 la
 pérdida
 de
 la
 dirección.
 Este
 tipo
 de

inhibición
del
 crecimiento
de
 los
 tubos
 polínicos
 en
 el
 estigma
es
una
de
 las
 barreras

más
 frecuentes
 reportadas
 y
 se
 presenta
 particularmente
 cuando
 se
 cruzan
 especies

filogenéticamente
 distantes.
 Shivana
 (2005)
 menciona
 algunas
 posibles
 causas
 de
 tal

inhibición:
falta
de
adhesión
del
polen
al
estigma,
hidratación
incompleta
o
ausencia
de

factores
en
el
estigma
para
 la
germinación
del
polen,
 incapacidad
del
 tubo
polínico
en

utilizar
los
nutrientes
del
estilo,
escasez
de
nutrientes
o
falta
de
enzimas
necesarias.

La
 identificación
 de
 patrones
 diferentes
 de
 deposición
 de
 calosa
 en
 las

combinaciones
  
 x
  
 y
 .
 
 x
  
 está

indicando
mecanismos
 diferentes
 de
 incompatibilidad.
 Estas
 anormalidades
 diferentes

podrían
 representar
modificaciones
 en
 la
 síntesis
 o
 en
 la
 deposición
 de
 calosa.
 Según

Williams
  
 (1982),
 el
 crecimiento
 tortuoso
 formando
 enrollamientos
 en
 espiral

resultan
de
un
cambio
de
polaridad
o
dirección
del
crecimiento
de
la
pared
del
extremo

del
tubo
polínico
y
en
caso
de
engrosamientos
en
la
punta
de
los
tubos
polínicos
(ballon

like)
derivan
del
debilitamiento
de
la
pared
y/o
de
la
presión
osmótica
diferencial
entre

el
tubo
polínico
y

el
pistilo
y
es
un
producto
de
la
interacción
entre
ambos.

Entre
 los
 cruzamientos
 que
 no
 produjeron
 frutos,
 como
 en
 el
 caso
 de
 los

cruzamientos
entre

y

se
halló
que
la
incompatibilidad
era

precigótica.
Se
sugieren
dos
sitios
de
autoincompatibilidad,
uno
más
pronunciado
que

se
produce
en
el
nivel
del
estigma
donde
se
detectó
menor
cantidad
de
granos
de
polen

germinados
y
anormalidades
en
el
crecimiento
del
tubo
polínico
(crecimiento
tortuoso)

y
 otro
 que
 se
 produce
 en
 la
 segunda
mitad
 del
 estilo
 con
 una
 excesiva
deposición
 de

calosa.
En
el
caso
del
cruzamiento
entre

y
y
su
recíproco,
se

observó
que
en
 las
dos
direcciones
10
%
de
 los
 tubos
polínicos
 llegaron
a
 los
ovarios

Hibridación
interespecífica
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pero
en
la
primera
dirección,
éstos
llegaron
más
rápidamente.
Es
interesante
aclarar
que

en
 los
 cruzamientos
 exitosos,
 es
 decir
 aquellos
 donde
 se
 obtuvo
 descendencia,
 la

velocidad
de
 crecimiento
 de
 los
 tubos
polínicos
 fue
mayor
 que
 en
 los
 no
 exitosos
 tal

como
reportaron
Herrero
y
Dickinson
(1981)
en


La
 caracterización
de
 la
presencia
de
barreras
precigóticas
para
 la
 hibridación

interespecífica
en
el
género
llevada
a
cabo
en
este
trabajo,
permitirá
establecer

estrategias
que
permitan
superarlas
de
manera
racional
y
eficiente.
Muchas
técnicas
se

han
propuesto
para
ello,
tales
como
polinización
en
pimpollo,
corte
de
estilo
y
posterior

polinización,
injerto
de
estilo,
polinización


uso
de
mezcla
de
polen
compatible

e
 incompatible
 (
)
 o
polen
 compatible
 inactivado
por
 irradiación
pero
 aún

capaz
 de
 germinar
 (
 
),
 tratamientos
 químicos,
 etc.
 (Van
 Tuyl
 y
 De
 Jeu,

2005).
 Se
 continuará
 trabajando
 en
 la
 evaluación
 y
 selección
 de
 la
 técnica
 más

apropiada
a
aplicar
en
aquellos
cruzamientos
abordados
en
esta
tesis
que
no
produjeron

frutos.

La
caracterización
morfológica
de
cada
uno
de
los
híbridos
tal
como
color
de
los

tubos
corolinos
y
tamaño
de
las
flores
no
sólo
permitió
confirmar
su
naturaleza
híbrida,

sino
 también
 la
 efectividad
 de
 la
 polinización,
 debido
 a
 que
 dichas
 características

resultaron
 intermedias
 en
 los
 híbridos
 con
 respecto
 a
 los
 parentales.
 La
 escasa

bibliografía
que
hace
referencia
a
 la
posibilidad
de
hibridación
entre
distintas
especies

de

 no
 la
 verifica
 por
 ningún
método.
Bittencourt
 (2003)
 sólo
 da
 valores
 de

germinación
 de
 las
 semillas
 híbridas
 putativas
 y
 Gentry
 (1992)
 sólo
 sospecha
 la

posibilidad
de
hibridación
interespecífica
entre
especies
de
Cuba
debido
a
que
encuentra

dificultades
taxonómicas.
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Asimismo,
 la
 obtención
 de
 estos
 híbridos
 puede
 contribuir
 para
 elucidar

problemas
de
tipo
taxonómico
que
actualmente
se
están
investigando
como
es
el
caso
de

la
nueva
especie



propuesta
por
Zapater
y
Califano
(com.
pers.).

Desde
el
punto
de
vista
del
mejoramiento
de
la
obtención
de
híbridos

en
estas
combinaciones
fue
de
sumo
interés
por
la
variación
obtenida
especialmente
en

lo
 que
 se
 refiere
 a
 la
 coloración
 de
 las
 flores.
 Asimismo,
 la
 fertilidad
 en
 algunos

ejemplares
permitió
la
obtención
de
una
generación
segregante.

La
 capacidad
 de
 florecer
 en
 estados
 tempranos
 del
 desarrollo
 previamente

encontrado
 en
  
 pudo
 ser
 transferida
 a
 los
 híbridos.
 Esta
 característica

permitió
 seleccionar
 individuos
 en
 el
 primer
 y/o
 segundo
 año
 de
 cultivo.
 Esos

individuos
 fueron
 clonados
 y
 actualmente
 están
 siendo
 evaluados
 para
 la
 posible

producción
comercial.
Estos
clones
y
la
selección
de
futuros
clones
en
las
generaciones

segregantes,
permitirán
formar
una
serie
comercial
de
variedades
que
se
sumarán
al
clon

 !INTA
(ver
)(().
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